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RESUMO 
Este estudo teve como objetivo avaliar a atividade antiproliferativa da coronarina D, 
em painel de células tumorais humanas composto por dez linhagens, através do 
método de sulforrodamina B. Entre essas linhagens, a de glioblastoma (U251) foi uma 
das que apresentou maior seletividade, e por isso foi selecionada para os estudos de 
morte celular e controle do ciclo celular utilizando citometria de fluxo. Após avaliação 
da viabilidade celular, na qual as células de U251 foram tratadas com diferentes 
tempos e concentrações, foram determinadas as condições de tratamento 
empregadas nas análises de citometria de fluxo. Foram escolhidas as concentrações 
não tóxicas de 2,5 µM; 5 µM e 10 µM e os tempos de 24 e 48 horas para quantificação 
do DNA nas fases G1, S e G2/M com iodeto de propídio, enquanto que na avaliação 
de morte celular envolvendo exposição de resíduos de fosfatidilserina (marcação pela 
anexina V-PE), foram selecionados os tempos de exposição de 12 e 24 horas, nas 
concentrações de 10, 20 e 40 µM de coronarina D (viabilidade celular de 70% a 80%). 
Em seguida, foram realizados os ensaios de: ativação de caspases utilizando o 
fluoróforo SR-VAD-FMK, perda de potencial de membrana mitocondrial indicada pela 
redução da fluorescência da rodamina 123 e liberação de peróxido de hidrogênio 
(H2O2) dosada através da fluorescência de DCF. Os resultados indicaram que a 
coronarina D na concentração de 10 µM, alterou a cinética do ciclo celular com 
acúmulo na fase G1 após 24 e 48 horas de exposição. Além disso, foi observada a 
sinalização para processo de morte através da exposição da fosfatilserina nas 
concentrações testadas em 12 e 24 horas de tratamento. Nas concentrações de 20 e 
40 µM, após 24 horas de tratamento houve ativação de caspases com redução do 
potencial de membrana mitocondrial observado em 6, 9 e 12 horas que foi ocasionada 
pela liberação da H2O2, uma espécie reativa de oxigênio, após 1 hora e 30 minutos de 
tratamento. Nesses testes foram utilizadas a análise de variância de duas vias 
(ANOVA), com nível de significância p<0,05. Adicionalmente, foi realizada uma 
avaliação preliminar de segurança do tratamento com a coronarina D através do teste 
de indução de micronúcleo na linhagem de ovário de hamster chinês (CHO-K1) nas 
condições de ausência e presença de enzimas de metabolização humana (fração S9). 
Sendo notada uma alta frequência de micronúcleo na concentração de 10 µM que foi 
reduzida na presença de enzimas de metabolização da fração S9. Esses resultados 
foram submetidos à análise de variância de uma única via (ANOVA), seguida de Teste 
de Tukey (p<0,05). Portanto, sugere-se que a coronarina D foi capaz de induzir a 
parada das células U251 no ponto de checagem entre a fase G1 e S, de conduzi-las 
à morte celular pelo mecanismo de apoptose intrínseca, iniciado por um estresse 
originado da liberação de H2O2 que conduz à redução do potencial de membrana 
mitocondrial e à ativação de caspases, e de interagir com o DNA causando maiores 
danos ao material genético sem a fração S9. 
 
Palavras-chave: Ensaios de Seleção de Medicamentos antitumorais. Glioblastoma. 
Apoptose. Ciclo celular. Citometria de fluxo.
  
ABSTRACT 
This study aimed to evaluate the antiproliferative activity of coronarin D in human tumor 
cell panel consisting of ten cell lines by the sulforhodamine B method. Among these 
cell lines, the glioblastoma (U251) was one that showed greater selectivity, and so it 
was selected for studies of cell death and cell cycle control using flow cytometry. After 
evaluation of cell viability, in which U251 cells were treated with different times and 
concentrations were determined by the treatment conditions applied in the analysis of 
flow cytometry. Non-toxic concentrations were selected, which are 2.5 µM; 5 µM and 
10 µM and times of 24 and 48 hours for quantitation of DNA in phases G1, S and G2/M 
using propidium iodide, whereas the assessment of cell death involving exposure of 
phosphatidylserine residues (labeled by Annexin V- EP), the exposure times of 12 and 
24 hours were selected at concentrations of 10, 20 and 40 µM of coronarin D (cell 
viability 70% to 80%). Then, tests were performed: activation of caspases using 
fluorophore SR-VAD-FMK, loss of mitochondrial membrane potential indicated by the 
reduction in fluorescence of rhodamine 123 and release of hydrogen peroxide (H2O2) 
measured by DCF fluorescence. The results indicated that coronarin D in the 
concentration of 10 µM, altered cell cycle kinetics with accumulation in the G1 phase 
after 24 and 48 hours of exposure. Furthermore, signaling was observed for death 
process through exposure phosphatidylserine in concentrations at 12 and 24 hours of 
treatment. At concentrations of 20 and 40 µM, after 24 hours of treatment there was 
caspase activation with a reduction of mitochondrial membrane potential observed in 
6, 9 and 12 hours was caused by the release of H2O2, a reactive oxygen species, after 
1 hour 30 minutes of treatment. These tests were used to two-way analysis of variance 
(ANOVA) with significance level of p <0.05. In addition, a preliminary assessment of 
treatment safety with coronarin D through the micronucleus induction test in cell line of 
Chinese hamster ovarian (CHO-K1) were evaluated in the absence and presence of 
enzymes of human metabolism (S9 fraction). A high frequency of micronucleus in the 
concentration of 10 µM which was reduced in the presence of metabolizing enzymes 
S9. These results were submitted to analysis of variance of a single (ANOVA) followed 
by Tukey test (p <0.05). Therefore, it is suggested that the coronarin D was able to 
induce the arrest of the U251 cells in the checkpoint between G1 and S phase, to lead 
them to cell death by intrinsic mechanism of apoptosis initiated by a originated stress 
release H2O2 leads to a reduction of mitochondrial membrane potential and caspase 
activation, and interact with DNA causing further damage to the genetic material 
without S9 fraction. 
 
  
 
Key words: Drug Screening Assays, Antitumor. Glioblastoma. Apoptosis. Cell cycle. 
Flow Cytometry.
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1 INTRODUÇÃO 
O câncer é uma das principais causas de morte no mundo, de acordo com 
estimativas mundiais da Agência Internacional para Pesquisa em Câncer (IARC), da 
Organização Mundial da Saúde (OMS), houve 14,1 milhões de novos casos e um total 
de 8,2 milhões de mortes por câncer em 2012. Mais de 60% dos novos casos de 
câncer do mundo ocorrem na África, Ásia e América do Sul e Central e 70% das 
mortes em todo o mundo ocorrem nestas áreas. Conforme estimativas do Instituto 
Nacional do Câncer (INCA), em 2016/2017 serão registrados 596 mil casos de câncer 
no país (WHO, 2014; NCI, 2015 e INCA, 2015). 
Diante deste cenário, é de grande importância o investimento em 
prevenção, controle do câncer, pesquisa da doença e desenvolvimento de novas 
terapias. 
A estratégia para a descoberta de fármacos para tratamento do câncer 
sofreu uma notável transformação nos últimos quinze anos devido principalmente ao 
avanço da biologia molecular do câncer. Grande parte dos agentes descobertos 
inicialmente interagiam com o DNA ou seus precursores, inibindo a síntese de novo 
material genético e causando lesões ao DNA tanto em células malignas quanto nas 
normais. A evolução do conhecimento a nível molecular conduziu à descoberta de 
alvos específicos como receptores de fatores de crescimento, vias de sinalização 
intracelular, defeitos no reparo de DNA e vias de morte celular. Apesar dos avanços, 
a resistência a fármacos resultante de alterações farmacocinéticas e moleculares 
continua sendo um grande obstáculo no tratamento do câncer (Brunton, 2012). 
Assim, o desenvolvimento de novos medicamentos é de grande 
importância para que as opções de tratamento disponíveis atuem em diferentes alvos 
considerando a complexidade de vias bioquímicas e a resistência ao tratamento 
envolvidas na doença com o intuito de melhor os protocolos terapêuticos voltados ao 
tratamento do câncer. 
As plantas aparecem como uma importante fonte para o desenvolvimento 
de fármacos utilizados no tratamento contra o câncer (Ganesan, 2013). São um 
recurso para obtenção de compostos com potencial terapêutico por produzirem 
metabólitos secundários que atuam como mecanismo de defesa, sendo muitas vezes 
tóxicos e, portanto, com potencial antiproliferativo (Cragg et al., 2009). 
17 
 
Assim, as plantas são importantes fontes de obtenção de compostos 
naturais com atividade citotóxica, que podem originar fármacos com futuras utilizações 
clínicas. 
Neste âmbito, o projeto de iniciação científica “Estudo fitoquímico da 
Hedychium coronarium” orientado pelo prof. Dr. Paulo Mitsuo Imamura do 
Departamento de Química Orgânica do Instituto de Química da UNICAMP, permitiu o 
isolamento de metabólitos secundários a partir do extrato diclorometânico do rizoma 
seco da Hedychium coronarium. Após caracterização química estrutural, foram 
identificados os seguintes diterpenos: coronarina A, coronarina E, coronarina D, 
coronarina D cetalizada, (E)-labda-8(17),12-dieno-15,16-dial e labda-8(17),13-dien-
15,16-olideo (Okubo, 2012). 
Complementando o projeto, foram realizadas avaliações de atividade 
biológica dos compostos isolados obtidos em maior quantidade, através do projeto 
temático “Biologia química: novos alvos moleculares naturais e sintéticos contra o 
câncer. Estudos estruturais, avaliação biológica e modo de ação” (FAPESP 09/51602-
5) no qual estava inserido.  
Assim, foram realizados ensaios pelo grupo de pesquisa da Divisão de 
Farmacologia e Toxicologia do CPQBA e da profa. Dra. Profa. Dra. Anita J. Marsaioli 
do Departamento de Química Orgânica do Instituto de Química da UNICAMP, nos 
quais foram avaliados quanto a atividade antiproliferativa em painel de dez linhagens 
tumorais humanas e a capacidade de inibição das fosfatases Cdc25b e PTP1B que 
estão envolvidas na regulação do ciclo celular, respectivamente. Os resultados 
obtidos indicaram que a coronarina D apresentou perfil de inibição da proliferação 
celular com indução de morte celular nas diferentes linhagens testadas e no segundo, 
inibiu em 76% a Cdc25b e 61% a PTP1B, na concentração de 100 µM em um ensaio 
enzimático (Okubo, 2012). 
Considerando os resultados preliminares (in vitro) que sugeririam uma 
possível ação antiproliferativa da coronarina D e os dados de literatura que indicam 
atividade citotóxica, anti-inflamatória e antibiótica deste composto, pretende-se, com 
o presente projeto, investigar seu mecanismo de ação antiproliferativo frente à 
linhagem tumoral mais sensível ao tratamento.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 
2.1 Câncer 
Câncer é a denominação dada a um conjunto de mais de 100 doenças que 
apresentam como característica principal o crescimento desordenado de algumas 
células do corpo, com capacidade de invadir tecidos ao seu redor (tumor) e espalhar-
se para outras regiões do corpo (metástase) (NCI-EUA, 2015; INCA, 2015). 
A maioria dos tipos de câncer tem a sua incidência dependente da idade, 
alguns são considerados eventos aleatórios que podem ocorrer por acidentes 
inevitáveis de origem natural como em determinados tumores pediátricos, enquanto 
alguns cânceres específicos têm grande incidência em determinadas populações 
devido à hereditariedade e/ou influência do ambiente (Weinberg, 2014).  
Além disso, sua origem se dá por condições multifatoriais. Esses fatores 
causais podem agir em conjunto ou em sequência para iniciar ou promover o câncer 
(carcinogênese). O desenvolvimento da maioria dos cânceres requer múltiplas etapas 
que ocorrem ao longo de muitos anos. Assim, alguns tipos de câncer podem ser 
evitados pela eliminação da exposição aos fatores determinantes. Se o potencial de 
malignidade for detectado antes de as células tornarem-se malignas, ou numa fase 
inicial da doença, tem-se uma condição mais favorável para seu tratamento e, 
consequentemente, para sua cura (INCA, 2014). 
A tumorigênese em humanos é um processo que envolve várias etapas que 
são refletidas em alterações genéticas que conduzem a transformação progressiva de 
células normais em malignas (Renan, 1993).  
Assim, independentemente do tipo de célula cancerígena, elas apresentam 
um genótipo que resulta na perda da capacidade de regular a proliferação celular e 
sua homeostase e que lhes conferem seis funcionalidades, entre elas: auto-suficiência 
na sinalização de fatores de crescimento, insensibilidade aos inibidores de 
crescimento, evasão da morte celular programada (apoptose), potencial de replicação 
ilimitado, angiogênese e invasão tecidual e metástase (Hanahan e Weinberg, 2000). 
Posteriormente, alteração do metabolismo energético e evasão do sistema imune 
foram incluídas como potenciais funcionalidades da célula tumoral, necessitando de 
validação e contatou-se que todas estas características estão presentes devido à 
instabilidade genômica que contribui para a diversidade genética e o processo 
inflamatório que atua como promotor tumoral (Hanahan e Weinberg, 2011). 
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Considerando que a proliferação celular desregulada e a inibição do 
processo apoptótico estão no centro de todo o desenvolvimento do tumoral, eles se 
tornam dois alvos certos na busca por novas formas de intervenção terapêutica no 
câncer. É evidente que existem numerosos mecanismos envolvidos que resultam 
nestes dois defeitos e o sucesso da terapia dependerá, em grande parte, da assinatura 
molecular em cada tumor (Evan e Vousden, 2001). 
 
2.2 Apoptose 
A morte celular é essencial para o desenvolvimento embrionário e 
manutenção da homeostase dos tecidos nos organismos multicelulares. Defeitos nas 
vias de morte celular conduzem a diferentes patologias, assim como a imortalização 
das células e a tumorigênese (Blank e Shiloh, 2007). 
As terapias antitumorais, tais como a. quimioterapia, irradiação com raios 
γ, imunoterapia ou terapia de gene suicida, têm como ação predominante o 
desencadeamento da apoptose, mais especificamente a morte celular programada 
intrínseca (Fulda e Debatin, 2004). 
As vias de sinalização da apoptose podem ser iniciadas por meio da ligação 
de receptor de morte (via do receptor) na membrana plasmática ou na mitocôndria 
(via mitocondrial).  
A estimulação dos receptores de morte da superfamília do fator de necrose 
tumoral (TNF), tais como CD95 (APO-1/Fas) ou receptores ligando indutor de 
apoptose relacionado a TNF (TRAIL) pelo ligando CD95 (CD95-L) ou TRAIL resulta 
em ativação do receptor e o recrutamento de moléculas adaptadoras como domínio 
de morte associado a Fas (FADD) e caspase-8. No momento do recrutamento, a 
caspase-8 é ativada e inicia a apoptose por clivagem direta de caspases efetoras. 
Enquanto que a via mitocondrial é ativada extensivamente em resposta a sinais 
extracelulares e alterações internas, tais como danos no DNA, sendo iniciada por 
sinais de estresse através da liberação de fatores apoptogênicos tais como citocromo 
c, fator indutor de apoptose (AIF), ou Smac/DIABLO a partir do espaço 
intermembranar mitocondrial. A liberação do citocromo c no interior do citosol 
desencadeia a ativação da caspase-3 através da formação do complexo citocromo 
c/Apaf-1/apoptossomo contendo caspase-9. A Smac/DIABLO promovem a ativação 
de caspase através da neutralização dos efeitos inibitórios às proteínas inibidoras de 
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apoptose (IAPs), enquanto AIF induz a condensação de DNA (Hengartner, 2000; 
Fulda e Debatin, 2006).  
A via mitocondrial e do receptor podem ser interligados em diferentes 
níveis, por exemplo, pelo Bid, uma proteína contendo o domínio BH3 da família Bcl-2, 
que assume a atividade de liberação do citocromo c após clivagem por caspase-8. A 
ativação das caspases é regulada negativamente ao nível do receptor por FLIP, que 
bloqueiam a ativação da caspase-8, na mitocôndria por proteínas da família Bcl-2 e 
pelo inibidor da apoptose (IAPs proteínas) (Fulda e Debatin, 2006). 
 
2.3 Produtos naturais e câncer 
Há milênios as plantas medicinais têm sido utilizadas como fonte 
fitoterápica pela humanidade no tratamento de doenças. Durante o último século, e 
com o aperfeiçoamento dos métodos de isolamento, identificação e síntese, muitos 
medicamentos foram desenvolvidos a partir de fontes naturais, particularmente de 
espécies vegetais (Cragg e Newman, 2009). 
O século XX apresentou um avanço extraordinário na pesquisa de produtos 
naturais no campo da oncologia, com destaque na área de plantas e 
microorganismos, propiciando a descoberta de diversas substâncias utilizadas 
atualmente na terapêutica antineoplásica (Lotufo et al., 2010). Na área do tratamento 
de câncer, cerca de 55% dos quimioterápicos são derivados ou inspirados em 
produtos naturais (Newman e Cragg, 2012). 
Nesta estratégia que envolve o estudo dos produtos naturais e a partir deles 
o desenvolvimento de novos derivados, pode-se citar como exemplos a vindesina e 
vinorelbina que são derivados semi-sintéticos dos alcaloides da vinca (vimblastina e 
vincristina), etoposídeo e teniposídeo derivados da epipodofilotoxina; docetaxel 
originado a partir da placlitaxel; topotecano e irinotecano oriundos da campotecina 
(Cragg e Newman, 2005). 
Os agentes antineoplásicos de origem de plantas utilizados na clínica 
pertencem a quatro classes principais: alcalóides da Vinca – vinblastina e vincristina 
(Catharanthus roseus G.Don.), epipodofilotoxinas de Podophyllum peltatum L., 
taxanos de Taxus brevifolia Nutt que são agentes específicos do ciclo celular, 
bloqueando as células em mitose e camptotecinas de Camptotheca acuminata Decne 
que inibem a topoisomerase I (Balunas et al., 2006). 
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O fracionamento e isolamento bioguiado de substâncias ativas obtidas de 
ervas medicinais chinesas, originou muitos compostos citotóxicos da classe dos 
terpenos como diterpenos, dilactonas peroxitriterpenos, triterpenos, glicosídeos 
triterpenos e alcalóides sesquiterpênicos (Dholwani et al., 2008). 
 
2.4 Hedychium coronarium e coronarina D 
A espécie Hedychium coronarium está classificada na ordem Scitaminae, 
e pertence à família Zingiberaciae sendo conhecida comumente como jasmim- do-
brejo, são-josé, gengibre-branco ou lírio do brejo. É uma macrófita aquática que tem 
como habitat natural áreas alagadiças do tipo brejo e mangue. Esta planta de origem 
chinesa é muito utilizada na medicina natural, no tratamento de infecções em geral, 
das inflamações na garganta, das dores agudas referentes a reumatismo e como 
tônico e antifebril (Moreira e Facundo, 2005).  
As partes da planta de H. coronarium tem vários usos medicinais 
tradicionais. Na Malásia, as folhas são cozidas e consumidas para tratar a indigestão. 
As folhas são tomadas com noz de betel para aliviar a dor abdominal. Na Tailândia, 
as folhas cozidas são aplicadas para aliviar as articulações rígidas e doloridas. Os 
rizomas são consumidos como estimulante e carminativo. A decocção do caule é 
gargarejo para amigdalite. As flores são comidas como um vegetal, usado como 
guirlanda no Havaí e no Japão e usado como uma fonte de perfume. No Vietnã, os 
rizomas são utilizados para o tratamento de inflamação, doenças de pele, dor de 
cabeça e dor reumática. No Brasil, uma infusão de água quente das folhas é 
consumida para tratar a hipertensão ou como um diurético. Os rizomas de H. 
coronarium são utilizados para o tratamento de dor de cabeça, diabetes, inflamação e 
dor reumática na medicina chinesa tradicional. Na medicina ayurvédica, a espécie é 
usada como antipirético, tônico, excitante e anti-reumática (Chan e Wong, 2015). 
A Hedychium coronarium apresenta diversas atividades biológicas tais 
como ação anti-inflamatória (Matsuda et al., 2002; Kiem et al., 2012), anti-alérgica 
(Morikawa et al., 2002), anti-helmíntica (Akhtar et al., 2000), inibição da ação de 
algumas das enzimas do veneno da cobra Bothrops pauloensis (Pereira et al., 2010), 
atividade antitubercular (Chen et al., 2010), atividade antifúngica contra Candida 
albicans (Kaomongkolgit et al., 2012), atividade antibacteriana (Reuk-ngam et al., 
2014) e significantes efeitos citotóxicos (Itokawa et al., 1988; Suresh et al., 2010). 
Entre os metabólitos secundários obtidos a partir do extrato diclometânico 
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do rizoma da Hedychium coronarium está a coronarina D, um diterpeno classificado 
como labdano por apresentar característica resinosa (Itokawa et al., 1988) (Figura 1). 
Em estudos prévios de Itokawa e colabores (1988), foi constatada a citotoxicidade 
deste composto em células V-79 de hamster chinês clonado. 
 
Figura 1 –  
 
Estrutura química da 
coronarina D com 
hidroxibutenolideo 
selecionado 
 
 
A coronarina D apresenta a unidade hidroxibutenolídeo em sua estrutura, 
grupo funcional que tem sido responsável pelas diversas atividades biológicas de 
vários produtos naturais. Como exemplo, podemos citar o myrianolídeo que 
apresenta atividade citotóxica para linhagens de carcinoma epidermoide oral (KB), 
tumoral de cólon (Col2) e próstata (LNCaP) (Zani et al., 2000), o disidiolídeo relatado 
como inibidor da fosfatase Cdc25a (Gunasekera et al., 1996; Miyaoka et al., 2001) 
e monoalídeo indicado como inibidor de fosfolipase A2 (Silva e Scheuer, 1980) 
(Figura 2). 
Este composto foi descrito previamente como efetivo contra a Candida 
albicans (Kaomongkolgit et al., 2012), inibidor da liberação de β-hexosaminidase de 
células RBL-2H3 (Matsuda et al., 2002), da permeabilidade vascular induzida por 
ácido acético em camundongos (Morikawa et al., 2002) e da produção de óxido nítrico 
induzida por lipopolissacarídeos (LPS) em macrófagos peritoneais de rato (Itokawa et 
al., 1988). 
Além disso, Kunnumakkara e colaboradores (2008), relataram que a 
coronarina D exibe atividade antiproliferativa, pró-apoptótica e anti-invasiva, 
antiangiogênica, antiosteoclastogênica e anti-inflamatória através da supressão de 
NF-κB e seus produtos de genes regulados por esta via de sinalização.  
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Figura 2 –  
 
Estruturas químicas com hidroxibutenolideo selecionado: 
A -myrianolídeo, B – disidiolídeo e C - monoalideo 
A B  
C  
 
As atividades relatadas em fatores do ambiente tumoral como a matriz 
extracelular e vascularização tumoral que contribuem para o desenvolvimento tumoral 
(Juntilla e Sauvage, 2013). 
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3 PROPOSIÇÃO 
Geral 
 Aprofundar o estudo de mecanismo de ação antiproliferativa da 
coronarina D isolada a partir do extrato diclometânico do rizoma da Hedychium 
coronarium e avaliar de forma preliminar a segurança da utilização do composto, 
utilizando modelos in vitro. 
 
Específicos 
 Determinar as linhagens tumorais sensíveis ao tratamento com a 
coronarina D  
 Optar por uma das linhagens mais sensíveis ao tratamento para 
avaliação de:  
 Ciclo celular - mensuração do conteúdo diferencial de DNA nuclear 
nas fases G1, S e G2;  
 Morte celular - análise dos parâmetros celulares: detecção de 
fosfatidilserina externalizada na membrana plasmática, ativação de 
caspases iniciadoras (-8 e -9) e efetoras (-3 e -7), perda de potencial 
de membrana mitocondrial e geração de espécies reativas de 
oxigênio (peróxido de hidrogênio)  
 Avaliação do potencial genotóxico da coronarina D frente à linhagem 
celular CHOK1, em experimentos com e sem ativação metabólica. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
4.1 Isolamento e caracterização da coronarina D 
Os rizomas da Hedychium coronarium foram coletados em janeiro na 
cidade de Embu/São Paulo pelo prof. Dr. Paulo Mitsuo Imamura. Em seguida, foram 
lavados, ralados e secos à temperatura ambiente rendendo 480g. A esse material, foi 
adicionado diclorometano (3x4L) para obtenção do extrato bruto diclorometano pelo 
método de extração a frio por maceração dinâmica à temperatura ambiente (7 dias 
para cada extração com agitação ocasional). Após cada período, o solvente foi filtrado 
e evaporado utilizando um evaporador rotativo para fornecer 3 extratos brutos cuja 
composição foi comparada através da cromatografia de camada delgada (CCD) e a 
revelação foi feita através de solução de anisaldeído/metanol/ácido acético/ácido 
sulfúrico seguida de aquecimento numa placa de aquecimento.  
O extrato foi purificado por coluna cromatográfica de sílica gel, utilizando 
como eluente hexano e misturas de hexano e acetato de etila a 1%, 2%, 5%, 10%, 
20%, 50%, respectivamente. As frações de 20% e 50% através de sucessivos 
fracionamentos, permitiu o isolamento do composto majoritário observado pela CCD. 
A coronarina D teve sua caracterização química realizada através da análise de dados 
espectroscópicos como a de RMN 1H e de 13C. 
 
4.2 Cultivo celular 
A manutenção e as etapas de cultivo e tratamento das células foram 
realizadas sob condições assépticas em ambiente controlado de fluxo laminar 
biológico com a finalidade de evitar contaminação e garantir a viabilidade celular. Os 
materiais e reagentes foram esterilizados de acordo com a natureza de cada um. 
As linhagens tumorais humanas e as não tumorais de queratinócito humano 
(HaCaT, CLS Cell Line Service) e de ovário de hamster chinês (CHO-K1, ATCC CCL-
61) empregadas nos ensaios biológicos foram cedidas pelo NCI (National Cancer 
Institute), Frederick-MA, EUA), pelo professor Dr. Ricardo Della Coletta (Faculdade de 
Odontologia de Piracicaba/UNICAMP) e pelo prof. Dr. Mário S. Mantovani (UEL), 
respectivamente. Essas linhagens estão relacionadas na tabela 1. 
As células foram cultivadas em frascos de 25 cm2 (T25) com 10 mL de meio 
RPMI 1640 (Gibco®), suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB-Gibco®) e 
mantidas a 37ºC em atmosfera úmida com 5% de CO2. Durante os experimentos, uma 
26 
 
solução de penicilina:estreptomicina (LGC Biotecnologia), preparada a 1000 
U/mL:1000 μg/mL, 1 mL/L RPMI 1640, foi adicionada ao meio de cultura. 
 
Tabela 1 - Linhagens celulares tumorais e não tumorais utilizadas 
nos ensaios 
Linhagem celular Nome 
Tumoral 
aderida 
Pulmão NCI-H460 
Mama MCF-7 
Ovário com fenótipo 
de multirresistência  
NCI-ADR/RES  
 
Cólon HT-29 
Próstata  PC-3  
Melanoma  UACC-62  
Ovário  OVCAR-3  
Renal  786-0  
Glioblastoma U251  
Tumoral em 
suspensão 
Leucemia  K-562 
Não tumoral 
Queratinócito 
humano  
HaCat  
Ovário de hamster 
chinês 
CHO-K1 
 
Para linhagens aderidas, o desprendimento celular foi realizado mediante 
ação enzimática da tripsina. Para tanto, o meio de cultura foi aspirado, o frasco lavado 
com 500 μL de solução tampão fosfato (PBS, pH 7,0) para eliminar resíduos de meio 
de cultura e, após aspiração do tampão, foram adicionados 500 μL de tripsina-EDTA 
2,5 g/L (Vitrocell®), a 37ºC, até que as células se soltassem totalmente. A ação da 
tripsina foi bloqueada com RPMI + SFB 5% e uma alíquota dessa suspensão foi 
transferida aos novos frascos de 75 cm2 (T75), completando-se o volume para 10 mL 
e a suspensão celular que originou a nova garrafa foi completada com 5 mL. 
 
4.3 Atividade antiproliferativa 
Princípio do teste 
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O modelo de proliferação celular cuja metodologia de triagem in vitro para 
drogas anticâncer foi desenvolvida pelo National Cancer Institute NCI/NIH (Frederick, 
WA, EUA) (Monks et al., 1991; Shoemaker, 2006). 
Após o período de ambientação das células, é realizada a aplicação da 
amostra nas diferentes linhagens, e também a avaliação da viabilidade celular na 
placa T0 (controle) que inferirá indiretamente a quantidade de células viáveis no início 
do tratamento das células. No final do experimento, a viabilidade celular das linhagens 
tratadas será comparada com a das linhagens não tratadas (T1), permitindo assim 
avaliar a ação antiproliferativa das amostras (Monks et al., 1991). 
A atividade antiproliferativa foi avaliada através do ensaio colorimétrico com 
Sulforrodamina B (SRB, Sigma-Aldrich®). Esse corante proteico liga-se aos 
aminoácidos básicos presentes nas proteínas das células viáveis fixadas. Portanto, 
quanto maior a quantidade de SRB ligada ao compartimento, menor a atividade 
antiproliferativa da amostra em teste (Skehan et al., 1990; Rubistein et al., 1990; 
Monks et al., 1991).  
 
Procedimento experimental 
A. Preparo das suspensões celulares 
No primeiro dia de experimento, as suspensões celulares foram preparadas 
com meio RPMI com 5% de SFB e penicilina:estreptomicina (1%), em suas 
respectivas densidades de inoculação (Tabela 2). Foram inoculados 100 
μL/compartimento de cada suspensão celular em placas de 96 compartimentos, que 
foram incubados por 24 horas a 37ºC em atmosfera de 5% de CO2 e ambiente úmido. 
Da mesma forma, preparou-se uma placa controle (placa T0), contendo todas as 
linhagens celulares utilizadas no experimento. 
B. Preparo e diluição das amostras 
Após 24 horas, a coronarina D foi diluída em dimetilsulfóxido (DMSO) (Merck®) 
na concentração de 0,3 mM. Em seguida, 50μL dessa solução foram dispersos em 
950μL de meio RPMI/5% SFB, sendo diluída sucessivamente, em meio de cultura, 
para a preparação das concentrações finais. Considerando que estas soluções foram 
diluídas pelo menos 400 vezes em meio de cultura RPMI com 5% de SFB e 
penicilina:estreptomicina (1%), o DMSO não interfere no crescimento celular. A 
amostra foi adicionada em microplacas de 96 compartimentos nas concentrações de 
0,8; 7,9; 78,5; 785,0 μM (100 μL/compartimento) em triplicata e, a seguir, foram 
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incubadas por 48 horas a 37ºC em atmosfera de 5% de CO2 e ambiente úmido. Como 
controle positivo, utilizou-se o quimioterápico doxorrubicina, nas concentrações de 
0,05; 0,46; 4,60 e 46,00 μM (100 μL/compartimento), em triplicata. 
 
Tabela 2- Linhagens celulares tumorais e não 
tumoral utilizadas nos ensaios de 
atividade antiproliferativa in vitro e 
suas densidade de plaqueamento 
(DP). 
Linhagem celular DP 
(x104 células/mL) 
NCI-H460 4,0 
MCF-7 6,0  
NCI-ADR/RES  5,0  
HT-29 5,0 
PC-3  3,5  
UACC-62  4,0  
OVCAR-3  7,0  
786-0  3,0  
U251  3,0  
K-562 6,0 
HaCat  3,0  
 
C. Fixação 
No momento de adição das amostras, as células inoculadas na placa 
controle T0 foram fixadas, conforme descrição abaixo para determinação da 
quantidade de células viáveis presentes no momento de adição das amostras, sendo 
este o valor basal 0. Após 48 horas, as células tratadas com o composto foram fixadas 
com 50 μL de ácido tricloroacético TCA (Sigma®) a 50% e incubadas por 1 hora a 4oC. 
Em seguida, as placas foram submetidas a quatro lavagens consecutivas com água 
corrente para a remoção dos resíduos de TCA, meio e SFB. Feito isso, foram mantidas 
à temperatura ambiente até a secagem completa. 
D. Coloração 
Após a secagem, foram adicionados 50 μL/compartimento do corante 
proteico sulforrodamina B (SRB) (Sigma®) a 0,4% (peso/volume) dissolvido em ácido 
acético a 1% e a seguir as placas foram incubadas a temperatura ambiente por 20 
29 
 
minutos. As placas foram então lavadas por 4 vezes consecutivas com solução de 
ácido acético 1%  
 
E. Leitura da absorbância 
Completada a secagem à temperatura ambiente, o corante ligado as 
proteínas celulares foi solubilizado com 150 μL/compartimento de Trizma Base (10 
μM, pH 10,5) (Sigma®). A determinação do crescimento celular foi realizada utilizando 
espectrofotometria realizada em leitor de microplacas a 540nm (Molecular Devices®, 
modelo VersaMax). 
 
Análise dos resultados 
As análises foram baseadas na metodologia de triagem in vitro para drogas 
anticâncer desenvolvida pelo NCI, EUA (Monks et al., 1991; Shoemaker, 2006).  
As médias das absorbâncias foram calculadas descontando o valor de seus 
respectivos brancos e, através das fórmulas a seguir, foi determinado o crescimento 
celular (em porcentagem) de cada linhagem celular em função das concentrações de 
cada amostra testada. 
Se T > C, a amostra estimulou o crescimento. 
Se T0 ≤ T < C, a amostra foi citostática e a fórmula utilizada foi 100 x [(T-
T0)/ (C - T0)]. 
Se T< T0, a amostra foi citocida e a fórmula utilizada foi 100 x [(T-T0)/(T0)]. 
Sendo, T a média das absorbâncias das células tratadas, C o controle de 
células e T0 a média das absorbâncias das células no tempo 0. 
Os resultados para cada linhagem foram expressos em porcentagem de 
crescimento celular em função de quatro diferentes molaridades da amostra. Os 
gráficos obtidos a partir de 2 experimentos independentes, relacionam o crescimento 
celular em função da concentração das amostras testadas. A partir desta curva de 
crescimento, foram calculados o GI50 (concentração necessária para inibição de 50% 
de crescimento), o TGI (concentração necessária para inibição total do crescimento) 
e o LC50 (concentração necessária para morte de 50% das células), através de 
regressão não linear, tipo sigmoidal, empregando-se software Origin Pro® 8.0 
(OriginLab Corporation).  
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4.4 Viabilidade celular 
Princípio do teste 
Neste modelo, as células não tratadas foram utilizadas como referência e 
representaram o indicador máximo de viabilidade (100%) ao final do tempo de 
exposição e assim, a viabilidade das células tratadas foi calculada em relação ao 
controle não tratado, variando-se também o tempo de tratamento. 
 
Procedimento experimental 
O procedimento experimental foi o mesmo do item 3.3 Atividade 
Antiproliferativa, variando as concentrações de coronarina D testadas (0,6; 1,2; 2,5; 
4,9; 9,8; 19,6; 39,3; 78,5; 157,0; 314,0 µM) e os tempos de exposição (3, 6, 9, 12, 18 
e 24 horas). Estes foram determinados considerando o tempo de duplicação da 
linhagem que corresponde a 23,8 horas (CellMiner, 2015).  
 
Análise dos resultados 
As absorbâncias das células não tratadas foram consideradas como 100% 
de viabilidade enquanto que as tratadas foram calculadas a partir da seguinte fórmula: 
 
𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 (𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠) = (
𝑇 − 𝐵
𝑇1
) 𝑥 100 
 
Sendo, T= média das absorbâncias das células tratadas, T1= média das 
absorbâncias das células sem tratamento e B=média das absorbâncias do branco da 
amostra (B). 
 
4.5 Citometria de fluxo 
Os estudos envolvendo mecanismo de ação dos compostos foram 
realizados no citômetro de fluxo Guava EasyCyte Mini Flow Cytometry System, 
Millipore®, Billerica, MA, USA (FAPESP 09/51602-5).  
 
4.5.1 Análise da influência da coronarina D no ciclo celular 
Princípio do teste 
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Para avaliação da interferência da coronarina D sobre o ciclo celular foi 
utilizado o Kit Guava Cell Cycle®. Esta metodologia utiliza a marcação de DNA com 
iodeto de propídio (PI) para discriminar as células em diferentes fases do ciclo celular.  
As células devem primeiramente duplicar o seu DNA para que elas possam 
se dividir. Células na fase G1 contêm duas cópias de cada cromossomo, conforme 
elas progridem em direção a mitose, elas sintetizam DNA (fase S), permitindo que 
mais PI (iodeto de propídio) se intercale ao material genético com um consequente 
aumento da intensidade de fluorescência. Quando todos os cromossomos forem 
replicados e o teor de DNA duplicar (fase G2 / M), as células terão a intensidade de 
fluorescência dobrada em relação a da população em G1. Finalizado o G2/M, as 
células se dividem em duas.  
 
Procedimento experimental 
As células da linhagem U251 foram inoculadas em placas de 12 
compartimentos numa densidade de inoculação de 3x104 células/mL em meio RPMI 
+ 5% de SFB e penicilina:estreptomicina (1%), mantidas em estufa a 37oC em 
atmosfera de 5% de CO2 e ambiente úmido.  
Para tanto, as células foram privadas de soro fetal bovino para 
sincronização do ciclo celular por 24 horas. A coronarina D foi diluída em 
dimetilsulfóxido (DMSO) (Merck®) na concentração de 0,03 mM e as células foram 
incubadas em concentração final de 2,5; 5 e 10 µM por 24 e 48 horas (considerando 
o tempo de duplicação de 23,8 horas), sendo o controle negativo tratado com DMSO. 
Decorridos os tempos de tratamento, o meio de cultura foi recolhido e as 
células foram lavadas com PBS que foi retirado para se juntar ao sobrenadante 
anteriormente separado. Em seguida, foi adicionada tripsina para desagregar as 
células e logo após a formação da suspensão celular, a mesma foi rapidamente 
inativada com RPMI + SFB 5% e a suspensão celular foi adicionada aos microtubos 
anteriormente formados e centrifugados a 4oC por 5 minutos a 2500 rpm. Finalizada 
esta etapa, o sobrenadante foi retirado e o pellet celular foi lavado novamente, 
centrifugado e o sobrenadante foi descartado, mantendo-se ainda 100 μL. Esse foi 
adicionado a um microtubo de centrifugação de 1,5 mL, contendo 1 mL de álcool 70% 
resfriado para fixação das células por 24 horas a 4º C.  
Finalizada a etapa de fixação celular, os microtubos foram centrifugados 
por 5 minutos a 2500 rpm, então o sobrenadante foi aspirado mantendo-se 100 µL, 
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adicionou-se 500 µL de PBS, realizou-se novamente a etapa de centrifugação e o 
sobrenadante foi retirado, mantendo-se ainda 100 µL. Então, foram adicionados 200 
μL do reagente Guava Cell Cycle® (tampão de ligação contendo iodeto de propídio) à 
suspensão celular que deve ser mantida por 20 minutos à temperatura ambiente e 
protegida da luz.  
 
Análise dos resultados 
Utilizando o software Guava Cell cycle® (5000 eventos) foi realizada a 
quantificação da porcentagem de células nas fases G1, S e G2/M do ciclo celular 
utilizando o software de pós-análise Modfit LT ®4.1 (Verity Software House). Os dados 
obtidos foram de 2 experimentos independentes em que cada amostra foi testada em 
duplicata fornecendo como resultado final a média±erro padrão.  
 
4.5.2 Avaliação do processo de morte celular 
4.5.2.1 Exposição de resíduos de fosfatidilserina 
Princípio do teste 
Este teste utiliza dois marcadores: anexina V-PE e 7-amino-actinomicina D 
(7-AAD).  
A anexina V é uma proteína ligante de fosfolipídio dependente de Ca2+ com 
elevada afinidade por fosfatidilserina, que se localiza na face interna da membrana 
plasmática de células viáveis (Tait et al., 1989; Andree et al., 1990; van Heerde et al., 
1995). Durante o início do processo de morte celular programada, a fosfatidilserina é 
externalizada e sua ligação à anexina V é um evento que precede a perda de 
integridade de membrana plasmática (estágio tardio de morte celular) (Fadok et al., 
1992; Koopman, et al., 1994; Martin et al., 1995). 
Portanto, a anexina V-PE é normalmente utilizada em conjunto com um 
fluorocromo de viabilidade como o 7-AAD (intercalante de DNA) que se liga ao material 
genético e atua como um indicador de integridade estrutural de membrana por não 
ser permeável à membrana plasmática de células viáveis (Schmidt et al., 1992). 
 
Procedimento experimental 
As células da linhagem U251 foram inoculadas em placas de 12 
compartimentos numa densidade de inoculação de 3x104 células/mL em meio RPMI 
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+ 5% de SFB e penicilina:estreptomicina (1%), mantidas em estufa a 37oC em 
atmosfera de 5% de CO2 e ambiente úmido.  
Após 24 horas, a amostra foi diluída em dimetilsulfóxido (DMSO) (Merck®). 
O tratamento foi realizado em duplicata, nos tempos de 12 e 24 horas e as 
concentrações da amostra foram de 10, 20 e 40 µM conforme pré-determinado nos 
testes de viabilidade celular.  
Decorrido o tempo de tratamento, foi recolhido o meio de cultura em 
microtubos para centrifugação de 1,5 mL, então as células foram lavadas com 100 μL 
de PBS que se juntou ao sobrenadante anteriormente separado. Em seguida, foram 
adicionados 100 µL de tripsina para desagregar as células e logo após a formação da 
suspensão celular, a mesma foi rapidamente inativada com RPMI + SFB 5%, sendo a 
suspensão celular adicionada aos microtubos anteriormente preparados e 
centrifugados por 5 minutos a 2500 rpm. Finalizada esta etapa, o sobrenadante foi 
retirado mantendo-se 100 μL ao qual foram adicionados 100 μL do reagente Guava 
Nexin®. As amostras foram incubadas por 20 minutos à temperatura ambiente e 
protegidas da luz. 
 
Análise dos resultados 
A análise de resultados foi feita através do Software Guava Nexin ® (2000 
eventos) que forneceu a porcentagem de células marcadas,  
A marcação das células por Anexina V-PE e 7-AAD permite a obtenção de 
quatro diferentes resultados que são: 
 Anexina-PE (-) 7-AAD (-) → células não marcadas que indicam as 
células viáveis 
 Anexina-PE (+) 7-AAD (-) → células marcadas por anexina V-PE 
que indicam exposição de fosfatilserina no início do processo de morte 
celular programada com integridade de membrana (estágio inicial de 
morte celular) 
 Anexina-PE (+) 7-AAD (+) → células duplamente marcadas 
indicam marcação da fosfadilserina com permeação da membrana 
plasmática (estágio tardio de morte celular) 
 Anexina-PE (-) 7-AAD (+) → células marcadas por 7-AAD indicam 
células não viáveis 
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4.5.2.2 Detecção de caspases ativas 
Princípio do teste 
As enzimas caspases têm um papel central no processo de morte celular 
programada. Essas proteases formam uma família de enzimas que iniciam a cascata 
apoptótica (caspases -2, -8, -9 e -10), são responsáveis pelo colapso celular (-3, -6 e 
-7) e processam citocinas (-1,-4, -5, -11 a -14) (Salvesen e Dixit, 1997). 
O kit Guava® Caspase Kit (SR MultiCaspase) contém um inibidor 
permeável à célula e não tóxico, que consiste em um peptídeo conjugado ao 
fluorocromo sulforrodamina (SR) bem como um grupo de cetona fluorometila (FMK) 
que liga covalentemente o inibidor à caspase ativa.  
Uma vez dentro da célula, o inibidor SR-VAD-FMK liga-se covalentemente 
a múltiplas caspases que foram ativadas durante o processo de morte celular (Ekert 
et al., 1999). O reagente não ligado pode difundir-se para o meio extracelular e ser 
retirado através de lavagem. 
O sinal de fluorescência resultante da marcação na célula é proporcional à 
quantidade de caspases ativas na célula quando o reagente foi adicionado. 
As células que apresentam marcação positiva significativa de SR-VAD-
FMK correspondem às células em processo de morte celular. O corante celular 7-AAD 
é incluído como um indicador da integridade estrutural de membrana plasmática. Ele 
não é permeável às células viáveis, sendo um marcador de estágios tardios de morte 
celular em que houve ruptura da membrana. 
 
Procedimento experimental 
As células foram incubadas e tratadas nas concentrações de 10, 20 e 40 
µM por 24 horas. Após o tratamento, foram adicionados 10 μL da solução trabalho do 
inibidor de caspases (1:25 em PBS). As amostras foram incubadas por 1 hora a 37°C, 
em estufa de CO2 e protegidas da luz. Em seguida, foi descartado o meio de cultura 
contendo a sonda e as células foram lavadas com meio de cultura para retirada do 
fluorocromo não ligado às caspases. Então, as células foram tripsinizadas e coletadas 
em microtubos de centrifugação de 1,5 mL para posterior centrifugação por 5 minutos 
a 2500 rpm. Após descarte do sobrenadante, foram realizadas duas lavagens com 
200 µL de tampão de lavagem (solução estoque disponível no kit) seguidas de 
centrifugação e descarte do sobrenadante. O pellet celular formado foi ressuspendido 
em 100 μL de tampão de lavagem e foram adicionados 200 μL da solução trabalho 
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caspase-7-AAD (1:40 em tampão de lavagem), encubando-se por 10 minutos à 
temperatura ambiente, sob proteção da luz e seguindo-se a análise por citometria de 
fluxo, software Guava®MultiCaspase (2000 eventos). 
 
Análise dos resultados 
A análise de resultados foi feita através do Software Guava®MultiCaspase 
(2000 eventos) que forneceu a porcentagem de células marcadas com SR-VAD-FMK.  
 
4.5.2.3 Determinação do potencial de membrana mitocondrial 
Princípio do teste 
As mitocôndrias são indispensáveis para o metabolismo energético, 
regulação da apoptose e sinalização celular. A permeabilização da membrana externa 
mitocondrial (MOMP) é muitas vezes necessária para a ativação das proteases 
caspases que causam a morte celular por apoptose. Várias proteínas do espaço 
intermembranar, tais como o citocromo c, promovem a ativação da caspase após a 
sua liberação mitocondrial (Tait e Green, 2010). Esta organela é capaz de sequestrar 
o corante fluorescente rodamina 123 (Sigma®). Se a célula apresenta potencial 
transmembrânico inalterado, ela emite uma alta fluorescência ao sequestrar a 
rodamina enquanto que alterações no potencial transmembrânico induzem o efluxo 
da rodamina do interior da mitocôndria, gerando eventos com menor fluorescência 
quando comparados às células que possuem mitocôndrias que não sofreram 
alteração no potencial (Petit,1992). 
 
Procedimento experimental 
A linhagem U251 foi inoculada (1mL por compartimento) em placas de 12 
compartimentos, em densidade de inoculação de 3x104 céls/mL em meio 
RPMI/5%SFB acrescido de 1% de penicilina:streptomicina. Após 24 h de incubação a 
37ºC em atmosfera úmida com 5% de CO2, o meio foi aspirado e foram adicionados 
1 mL/compartimento de coronarina D nas concentrações de 20 e 40 µM. Como 
controle negativo foram utilizadas apenas células e meio de cultura RPMI contendo 
0.20% de DMSO, diluente dos compostos. 
As placas foram incubadas em estufa a 37ºC ao longo de 6 h e, 
posteriormente, o meio contendo tratamento foi retirado e adicionado 1 mL de meio 
RPMI acrescido de 10% de SFB contendo rodamina-123 (Sigma®) a 1μg/mL. Após 
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um período de 15 minutos de incubação a 37ºC, o conteúdo foi aspirado e os 
compartimentos lavados 2 vezes com RPMI + SFB 10%, sendo a seguir as células 
tripsinizadas e recolhidas para a leitura do acúmulo de rodamina intracelular (5000 
eventos). 
 
Análise dos resultados 
A análise de resultados foi feita através do Software Guava® Express Pro 
(5000 eventos) que forneceu a intensidade da marcação com rodamina 123. 
 
4.5.2.4 Quantificação da produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) 
Princípio do teste 
Uma das técnicas utilizadas na quantificação de peróxido de hidrogênio 
envolve o uso de uma sonda fluorescente denominada 2'-7'-
Dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFHDA). Esta sonda é permeável à célula e 
desacetilada por esterases intracelulares em uma molécula de DCFH (não 
fluorescente) que é então oxidada pelo peróxido de hidrogênio intracelular a DCF, que 
é altamente fluorescente. Consequentemente, a intensidade da fluorescência é 
proporcional à quantidade de peróxido de hidrogênio intracelular (Mahalingaiah e 
Singh, 2014). 
 
Procedimento experimental 
A linhagem de U251 foi inoculada (1mL por compartimento) em placas de 
12 compartimentos, numa densidade de inoculação de 3x104 céls/mL em meio 
RPMI/5%SFB acrescido de 1% de penicilina:streptomicina. Após 24 horas de 
incubação a 37ºC em atmosfera úmida com 5% de CO2, o meio foi aspirado e as 
células foram lavadas com tampão HBSS (Hank’s Buffered Salt Solution), sendo 
novamente incubadas por 30 minutos com 10 μM de DCFH-DA (Molecular 
Probes/Invitrogen), tomando o cuidado de protegê-las da luz. A seguir a sonda foi 
aspirada e os compartimentos lavados com tampão HBSS. Após a adição da sonda, 
as células foram tratadas (1000 μL/compartimento de coronarina D) nas 
concentrações de 20 e 40 µM por 1 hora e 30 minutos. Como controle negativo foram 
utilizadas apenas células e meio de cultura RPMI contendo 0,20% de DMSO.  
Para a leitura da quantidade de ROS intracelular, as células foram 
tripsinizadas e ressuspensas em HSBB.  
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Análise dos resultados 
A análise de resultados é feita através do Software Guava® Express Pro 
(5000 eventos). 
 
4.6 Avaliação de genotoxicidade 
4.6.1 Viabilidade celular 
Princípio do teste 
Neste modelo, as células não tratadas foram utilizadas como referência e 
representaram o indicador máximo de viabilidade (100%) ao final do tempo de 
exposição e assim, a viabilidade das células tratadas foi calculada em relação ao 
controle não tratado.  
 
Procedimento experimental 
O procedimento experimental foi o mesmo do modelo de proliferação 
celular, variando as concentrações de coronarina D testadas (0,6; 1,2; 2,5; 4,9; 9,8; 
19,6; 39,3; 78,5; 157,0; 314,0 µM) e os tempos de exposição (3, 6, 9, 12, 18 e 24 
horas). Estes foram determinados considerando o tempo de duplicação da linhagem 
que corresponde a 23,8 horas da linhagem (CellMiner, 2015).  
 
A. Preparo da suspensão celular 
No primeiro dia de experimento, a suspensão celular da linhagem CHO-K1, 
na densidade de plaqueamento de 4X104 células/mL foi preparada com meio RPMI 
com 5% de SFB e penicilina:estreptomicina (1%), em suas respectivas densidades de 
inoculação. Foram inoculados 100 μL/compartimento de cada suspensão celular em 
placas de 96 compartimentos, que foram incubadas por 24 horas a 37ºC em atmosfera 
de 5% de CO2 e ambiente úmido.  
 
B. Preparo e diluição das amostras 
Após 24 horas, a coronarina D foi diluída em dimetilsulfóxido (DMSO) 
(Merck®) na concentração de 0,3 mM. Em seguida, 50μL dessa solução foram 
dispersas em 950μ penicilina:estreptomicina L de meio RPMI/5% SFB, sendo diluída 
sucessivamente, em meio de cultura, para a preparação das concentrações finais. 
Considerando que estas soluções foram diluídas pelo menos 400 vezes em meio de 
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cultura RPMI com 5% de SFB e (1%), o DMSO não interfere no crescimento celular. 
A amostra foi adicionada 100 μL/compartimento em microplacas de 96 
compartimentos resultando nas concentrações finais de 0,6; 1,2; 2,5; 4,9; 9,8; 19,6; 
39,3; 78,5; 157,0; 314,0 µM, realizadas em sextuplicata e, a seguir, foram incubadas 
por 4 horas a 37ºC em atmosfera de 5% de CO2 e ambiente úmido e a amostra foi 
retirada, as células lavadas com PBS para a retirada dos resíduos de amostra não 
absorvidos pelas células e incubadas novamente por mais 20h.  
As etapas de fixação, coloração e leitura foram realizadas de acordo com 
o item 3.3 Atividade antiproliferativa. 
 
Análise dos resultados 
As absorbâncias das células não tratadas foram consideradas como 100% 
de viabilidade enquanto que as tratadas foram calculadas a partir da seguinte fórmula: 
 
𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 (𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠) = (
𝑇 − 𝐵
𝑇1
) 𝑥 100 
 
Sendo, T= média das absorbâncias das células tratadas, T1= média das 
absorbâncias das células sem tratamento e B=média das absorbâncias do branco da 
amostra (B). 
 
4.6.2 Avaliação de indução de micronúcleo 
Princípio do teste 
Os micronúcleos (MNs) são expressos em células que finalizaram a divisão 
nuclear, portanto, são quantificados no estágio binucleado do ciclo celular. Dessa 
maneira, utiliza-se o bloqueio da citocinese pela adição de citocalasina B (Cit-B) e as 
células que completaram uma divisão nuclear podem ser identificadas pela sua 
aparência. A Cit-B é isolada do fungo Helminthosporum dermatoideum e atua 
bloqueando a citocinese por ser um potente inibidor da polimerização de 
microfilamentos de actina na placa equatorial formada no final da telófase (Falck et 
al., 1997; Fenech e Crott, 2002). 
As células do teste também foram expostas às amostras na ausência e na 
presença da fração microssomal S9, um sistema de metabolização. Corresponde a 
fração pós-mitocondrial comumente utilizada, geralmente obtida a partir do fígado de 
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roedores tratados com agentes de indução enzimática (OECD 487, 2010). A finalidade 
da comparação destes dois casos, é avaliar se o composto em teste pode apresentar 
potencial mutagênico em sua forma original ou necessita ser metabolizado ou ativado.  
Hakura et al. (1999) e Hakura et al. (2005) compararam a mutagenicidade 
de carcinógenos usando os sistemas S9 provenientes de fígado humano e de ratos. 
Os dados mostraram vantagens na utilização da fração S9 obtida a partir de fígado 
humano no teste de Ames e, de acordo com os autores, trata-se de uma ferramenta 
útil para avaliação e compreensão dos efeitos mutagênicos dessas substâncias em 
humanos. Dessa maneira, optou-se pela utilização da fração S9 proveniente de fígado 
humano a fim de reproduzir ao máximo as condições de biotransformação em 
humanos.  
Procedimento experimental 
O teste foi conduzido em placa de 6 compartimentos. As células CHO-K1, 
na densidade de inoculação de 2x105 células/compartimento, foram semeadas e 
incubadas por 24 horas, a 37 °C, em incubadora úmida com 5% de CO2.  
Em seguida, iniciou-se o tratamento das células do teste sem a ativação 
metabólica S9 (S9), com meio de cultura (RPMI 1640, controle negativo), MMS 
(metilmetanosulfonato - 25 μg/mL em RPMI 1640 – controle positivo) e coronarina D, 
que foi avaliada com relação ao potencial mutagênico nas concentrações de 2,5; 5,0 
e 10,0 µM em duplicata. As placas tratadas foram levadas à incubadora úmida de CO2 
por 4 horas. 
Após esse período, a solução de citocalasina B foi adicionada aos 
compartimentos na concentração final 3 μg/mL. As culturas retornaram a incubadora, 
permanecendo por 20 horas. Ao final do período, iniciou-se o processo de hipotonia, 
fixação e preparação das lâminas. Como controles foram utilizados meio de cultura 
RPMI 1640 (controle negativo), e MMS 25 μg/mL (controle positivo de indução de 
micronúcleos). 
No experimento com ativação metabólica (S9), o tratamento foi realizado 
da mesma forma, adicionando-se o sistema de metabolização denominado fração S9 
proveniente de fígado humano (Sigma-Aldrich®, S2442) e utilizando a ciclofosfamida 
a 10 μg/mL como controle positivo. 
Para este experimento, a 1 mL água destilada foram adicionados: 1,75 mL 
de tampão fosfato pH 7,4, 100 μL de NADP (76,5 mg/mL), 25 μL de glicose 6-fosfato 
(282,1 mg/mL), 25 μL de KCl (1,65 M), 25 μL de MgCl2 (0,4 M) e 100 μL de fração S9 
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(mistura de enzimas hepáticas humanas, Sigma-Aldrich®). Este mix foi adicionado às 
placas (90 μL/compartimento, concentração final de S9 de 2%) juntamente com as 
amostras a serem testadas. Além do controle negativo meio de cultura, utilizou-se 
ciclofosfamida (10 μg/mL) como controle positivo. As placas foram então levadas à 
incubadora de CO2, por 4 horas. Ao final deste período, aspirou-se todo o meio de 
cultura e as células foram lavadas com solução tampão fosfato pH 7,0 (2 
mL/compartimento). Após retirada da solução tampão, adicionou-se meio de cultura 
RPMI 1640 contendo citocalasina B (3 μg/mL, 1,5 mL/compartimento). Após 20 horas 
de incubação, iniciou-se o procedimento para preparo das lâminas. 
Inicialmente, após o período de incubação por 20 horas, o meio de cultura 
foi aspirado de todos os compartimentos. Em seguida, as células foram lavadas em 
tampão fosfato (pH 7,0) e tripsinizadas com solução de Tripsina/EDTA 0,25% 
(Vitrocell®), sendo que o conteúdo de cada compartimento foi transferido para um 
tubo cônico correspondente. A suspensão celular foi centrifugada (2000 rpm, 5 
minutos) e o pellet de células foi ressuspendido em 5 mL de citrato de sódio 1% (p/v) 
(Synth®), a temperatura ambiente. Após 5 minutos, 5 mL do fixador metanol:ácido 
acético (3:1, 5 mL) foi adicionado aos tubos. Posteriormente, as suspensões foram 
centrifugadas (2000 rpm, 5 minutos) e o pellet foi ressuspenso em por 5 minutos pelo 
fixador celular e novamente centrifugados (2000 rpm, 5 minutos). Esta etapa foi 
repetida por mais 2 vezes para as suspensões tratadas com citrato de sódio. 
Concluída a etapa de centrifugação, o sobrenadante foi descartado, deixando-se 
cerca de 1 mL de fixador para ressuspender o pellet. A suspensão celular foi gotejada 
em três lâminas histológicas, que foram mantidas sob atmosfera a 65°C sobre banho 
termostatizado por 3 minutos. As lâminas foram deixadas para secar em temperatura 
ambiente e em local livre de poeira. Por fim, as lâminas foram coradas com solução 
de Giemsa (Dinâmica®), a 5% em água deionizada, por 15 minutos. Após rápida 
lavagem em água destilada e secagem das mesmas, iniciou-se a análise em 
microscópio óptico com objetiva de 40x. 
 
Análise dos resultados 
Conforme preconizado pela OECD 487 (2010): 
 As lâminas obtidas após o tratamento das células com citocalasina B 
devem possuir pelo menos 2000 células binucleadas por concentração 
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ou 1000 células binucleadas por cultura (sendo duas culturas por 
concentração), caso contrário os resultados de contagem podem não 
ser confiáveis; 
 A frequência de micronúcleos deve ser avaliada apenas em células 
binucleadas, caso a quantidade destas células seja inferior ao indicado 
e o aumento do número de micronúcleos não seja significativo, será 
necessária a repetição do teste ou a diminuição das concentrações da 
amostra;  
 Durante a análise das células binucleadas, deve-se evitar a contagem 
daquelas com formato irregular, núcleos de tamanhos muito diferente e 
principalmente, não as confundir com células multinucleadas, células 
estas que podem apresentar alta frequência de micronúcleos. 
As lâminas foram analisadas através de microscopia óptica e de cada 
tratamento foram contadas no mínimo 2000 células, sendo pelo menos 1000 células 
em cada cultura.  
Em cada população avaliada, foi obtida a contagem de: (a) células 
binucleadas com 1, 2 ou 3 micronúcleos; (b) células mononucleadas e (c) 
multinucleadas. Com esses valores experimentais, foram calculados o Índice de 
Proliferação Pós-Bloqueio da Citocinese (CBPI do inglês, Cytokinesis-Block 
Proliferation Index), o Índice de Replicação (RI do inglês, Replication Index), ambos 
para inferir a citotoxicidade das amostras, e a frequência (porcentagem) de 
micronúcleos, segundo as fórmulas descritas pela OECD 487 (2010): 
 
𝐶𝐵𝑃𝐼 =
(𝑛° 𝑚𝑜𝑛𝑜𝑛𝑢𝑐𝑙𝑒𝑎𝑑𝑎𝑠) + 2 (𝑛°  𝑏𝑖𝑛𝑢𝑐𝑙𝑒𝑎𝑑𝑎𝑠) + 3 (𝑛°  𝑚𝑢𝑙𝑡𝑖𝑛𝑢𝑐𝑙𝑒𝑎𝑑𝑎𝑠)
𝑛° 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠
 
 
𝑅𝐼 =
((𝑛° 𝑏𝑖𝑛𝑢𝑐𝑙𝑒𝑎𝑑𝑎𝑠) + 2 (𝑛°  𝑚𝑢𝑙𝑡𝑖𝑛𝑢𝑐𝑙𝑒𝑎𝑑𝑎𝑠))/ (𝑛°  𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑑𝑎 𝑐𝑢𝑙𝑡𝑢𝑟𝑎)
((𝑛° 𝑏𝑖𝑛𝑢𝑐𝑙𝑒𝑎𝑑𝑎𝑠) + 2 (𝑛°  𝑚𝑢𝑙𝑡𝑖𝑛𝑢𝑐𝑙𝑒𝑎𝑑𝑎𝑠))/(𝑛° 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑑𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒)
𝑋100 
 
% 𝑓𝑟𝑒𝑞𝑢ê𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑚𝑖𝑐𝑟𝑜𝑛ú𝑐𝑙𝑒𝑜𝑠 =
𝑛° 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑚𝑖𝑐𝑟𝑜𝑛ú𝑐𝑙𝑒𝑜𝑠
𝑛° 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑏𝑖𝑛𝑢𝑐𝑙𝑒𝑎𝑑𝑎𝑠
𝑋100 
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4.7 Estatística 
4.7.1 Viabilidade celular e Citometria de fluxo 
Os dados obtidos foram de 2 experimentos independentes em que cada 
amostra foi testada em duplicata fornecendo como resultado final a média±erro padrão 
e para a análise estatística dos experimentos de viabilidade celular e citometria de 
fluxo foram empregadas a análise de variância de duas vias (ANOVA). Todas as 
análises foram realizadas com nível de significância p<0,05, utilizando o software 
GraphPad Prism 5.0. 
 
4.7.2 Avaliação de genotoxicidade 
Os testes foram submetidos à análise de variância de uma única via 
(ANOVA), considerando-se como nível crítico p≤0,05 para que seja considerada 
diferença significante, seguida de Teste de Tukey. 
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5 RESULTADOS  
5.1 Isolamento e identificação da coronarina D 
A coronarina D (cristais brancos) teve a sua estrutura química elucidada 
por RMN 1H e RMN de 13C.  
Os dados espectroscópicos de 1H obtidos foram:  0,72 (s, H-18), 0,82 (s,H-
19), 0,88 (s, H-20), 4,38 (sl, H-17); 4,82 (sl, H-17’); 6,76 (m, H-12), 5,93 (t, J = 3,0 Hz, 
H-15). E os dados da análise de RMN de 13C foram: 
Tabela 3 -  Dados espectroscópicos de RMN de 13C 
Carbono Coronarina D 
1 39,2 
2 19,3 
3 42,0 
4 33,5 
5 55,3 
6 24,1 
7 37,8 
8 148,1 
9 56,1 
10 39,4 
11 25,5 
12 143,6 
13 124,5 
14 53,5 
15 96,5 
16 170,7 
17 107,6 
18 33,5 
19 21,7 
20 14,3 
 
Os espectros encontram-se na seção Anexos. 
 
5.2 Atividade antiproliferativa em cultura de células 
Considerando os resultados obtidos previamente, buscou-se verificar a 
linhagem mais sensível à coronarina D. Desta maneira, o composto foi avaliado 
novamente em diferentes linhagens tumorais e uma não tumoral. 
Os resultados obtidos (Figura 3B) indicam que a coronarina D apresentou 
atividade antiproliferativa nas diferentes linhagens tumorais.  
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Figura 3 -  Atividade antiproliferativa in vitro da 
Coronarina D em painel de linhagens 
humanas, tumorais e não-tumoral, após 
48 horas de tratamento. Linhagens: U251 
(glioblastoma), UACC-62 (melanoma), 
MCF-7 (mama), NCI-ADR/RES (ovário 
com fenótipo de multirresistência), 786-0 
(rim), NCI-H460 (pulmão tipo não 
pequenas células), PC-3 (próstata), 
OVCAR-03 (ovário), HT-29 (cólon), K- 
562 (leucemia), HaCaT (queratinócito 
humano). (A) doxorrubicina (controle 
positivo), (B) Coronarina D. 
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Coronarina D
Tabela 4 -  Valores de GI50, TGI e LC50 para Coronarina D. GI50 (inibição de 
crescimento em 50%), TGI (inibição total de crescimento) e LC50 
(concentração letal para 50% das células). 
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O NCI utiliza uma convenção formal para a visualização e análise dos 
dados denominada "gráfico médio” que fornece uma forma compacta de apresentar o 
perfil de sensibilidade e resistência relativa das linhagens celulares em três níveis de 
efeito: 50% de inibição do crescimento (GI50), a inibição total do crescimento (TGI) e 
concentração necessária para morte de 50% das células (LC50) (Shoemaker, 2006). 
Considerando que os valores de TGI e LC50 dos subgrupos sensíveis estão 
correlacionados também com o respectivo GI50 e que deve haver coerência entre 
eles, as linhagens de células com baixo GI50 e TGI precisavam ter uma LC50 baixa 
para ser considerada sensível (Bonnefoi et al., 2007). 
Dessa forma, as linhagens U251, UACC-62, NCI/ADR-RES, 786-0, PC-3 e 
HT-29 foram as mais sensíveis ao tratamento, pois apresentaram valores baixos nos 
três parâmetros avaliados, ou seja, são necessárias menores concentrações de 
coronarina D para produzir o efeito biológico nessas linhagens. 
Para dar prosseguimento ao estudo do mecanismo de ação da molécula, 
foi escolhida a linhagem U251, por ter sido uma das mais sensíveis ao tratamento, 
além da escassez de terapias para esse tipo de câncer.  
 
Linhagem 
celular 
GI50 (µM) TGI (µM) LC50 (µM) 
U251 2,83 13,23 68,04 
UACC-62 8,27 21,00 70,85 
MCF-7 2,53 21,44 238,07 
NCI/ADR-RES 7,35 15,54 74,09 
786-0 8,94 28,00 74,89 
NCI-H460 8,15 47,76 626,75 
PC-3 2,53 18,18 75,75 
OVCAR-3 1,71 20,01 283,34 
HT-29 6,85 14,92 76,11 
K-562 0,59 146,79 >785 
HaCaT 1,65 9,91 68,32 
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5.3 Viabilidade celular da linhagem U251 in vitro 
Primeiramente, foi realizada uma curva de crescimento da U251 na qual foi 
observado após 9 horas o aumento exponencial na taxa de proliferação celular (Figura 
4).  
 
Figura 4 - Curva de crescimento da linhagem 
U251 no período de 3 a 24 horas 
 
 
Em seguida, foi possível obter uma cinética da viabilidade celular da 
linhagem U251, em função da concentração de coronarina D e tempo de tratamento. 
Desta maneira, nota-se nas células tratadas que a coronarina D apresentou atividade 
antiproliferativa dependente da concentração e do tempo (Figuras 5A, 5B, 5C, 5D e 
5E).  
Após 3h de tratamento, pode-se observar que apenas concentrações 
maiores que 19,6 µM são capazes de alterar a viabilidade celular. Já após 6h de 
tratamento, este efeito pode ser visto também para o tratamento com 9,8 µM de 
coronarina D (Figuras 5A e 5B). Para tempos maiores (9, 12 e 24h de tratamento), 
todas as concentrações afetaram a viabilidade celular, porém este efeito foi 
significante com concentrações maiores que 9,8 µM (Figura 5C, 5D e 5E).  
Para a análise do ciclo celular, o tempo mínimo é de 24 horas devido ao 
tempo de duplicação da linhagem U251, sendo escolhidas as concentrações de 2,5, 
5 e 10 µM que apresentaram uma leve redução da viabilidade (efeito antiproliferativo) 
indicando que o tratamento não foi tóxico à célula, além de não alterarem a morfologia 
celular (Figuras 7A, 7B, 7C e 7D).  
Considerando-se uma redução entre 20 e 30% na viabilidade celular em 3, 
6 e 9h (períodos de platô na divisão celular), as concentrações mínimas necessárias 
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para avaliar este efeito seriam de 78,5; 39,3 e 19,6 µM, respectivamente (Figuras 5A, 
5B e 5C). Já para os tempos de 12 e 24 horas, a concentração necessária para a 
obtenção deste decréscimo na viabilidade é de 9,8 µM (Figuras 5D e 5E). Além disso, 
uma outra vantagem nestes tempos de exposição é que as células se encontram na 
fase de crescimento log (Figura 4).  
 
Figura 5 - Viabilidade celular na linhagem U251 de coronarina D nas concentrações 
0,6; 1,2; 2,5; 4,9; 9,8; 19,6; 39,3; 78,5; 157 e 314 µM após (A) 3h, (B) 6, (C) 
9h, (D) 12h e (E) 24 h de tratamento. Os valores foram expressos em média 
± desvio padrão de duas replicatas de um mesmo experimento. ** p<0,01 e 
***p<0,001 em relação ao controle de célula. ANOVA de duas vias. 
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Assim, os resultados indicaram que a indução de morte celular poderia ser 
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condições. Assim, o esquema de tratamento escolhido para análise de morte celular 
foi exposição de 12 e 24h ao tratamento nas seguintes concentrações em que foi 
observado:  
 10 µM – manutenção do número de células viáveis sem alteração da 
morfologia celular quando comparada ao controle (Figuras 6A e 6B; 
Figuras 7A e 7D); 
 20 µM – redução na viabilidade celular em relação a 10 µM. Após 12 
horas manteve a mesma morfologia observada na célula não tratada e 
após 24 horas uma parcela da população tornou-se arredondada ao 
invés de alongada (Figuras 6A e 6C; Figuras 7A e 7E); 
 40 µM – a viabilidade celular foi bem próxima daquela observada para 
20 µM, porém nos dois tempos de exposição à coronarina D foi possível 
observar a alteração morfológica da linhagem U251 (Figuras 6A e 6D; 
Figuras 7A e 7F). 
 
Figura 6 –. 
 
Morfologia da linhagem U251 em diferentes concentrações de 
coronarina D após 12h de tratamento (A) Controle (B) 9,8 µM (C) 19,6 
µM (D) 39,3 µM. Fotomicrografias foram tiradas com uma câmara 
digital B3 Optikam em um microscópio invertido Leica DM IL com 
objetiva 10X/0,25 
 A  B  
 C  D  
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Figura 7–  Morfologia da linhagem U251 em diferentes concentrações de coronarina 
D após 24h de tratamento (A) Controle (B) 2,5 µM (C) 4,9 µM (D) 9,8 µM 
(E) 19,6 µM (F) 39,3 µM. Fotomicrografias foram tiradas com uma câmara 
digital B3 Optikam em um microscópio invertido Leica DM IL com objetiva 
10X/0,25 
 
A  B 
 C  D  
 E  F 
 
5.4 Citometria de fluxo 
5.4.1 Análise da influência da coronarina D no ciclo celular 
Com o objetivo de verificar se a coronarina D poderia agir na parada do 
ciclo celular, foi realizada a quantificação do conteúdo de DNA nas fases G1, S e G2/M 
das células sincronizadas da linhagem U251, após exposição ao tratamento.  
Foi possível observar após completado o primeiro ciclo celular (24 horas) 
que houve redução do número de células na fase S tratadas com as concentrações 
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de 2,5 µM (de 34% para 28%); 5,0 µM (de 34% para 26%) e 10,0 µM (de 34% para 
20%), um ligeiro aumento das células em G1 com 5,0 µM (de 54% para 59%) e um 
aumento acentuado de 54% para 68% em G1 nas células tratadas com 10,0 µM 
(Figura 8) quando comparadas ao controle de células tratadas com o veículo.  
 
Figura 8 –  
 
Quantificação de células U251 (glioma 
humano) tratadas com veículo (DMSO) e 
coronarina D nas concentrações de 2,5; 5 e 
10 µM nas fases G1, S e G2 após 24 horas 
de tratamento com coronarina D nas 
concentrações de 2,5; 5,0 e 10,0 µM. Os 
valores foram expressos em média ± 
desvio padrão de duas replicatas de um 
mesmo experimento. ** p<0,01 e 
***p<0,001 em relação ao controle de 
célula. ANOVA de duas vias. 
 
Figura 9 –  
 
Percentual de células U251 tratadas com 
veículo (DMSO) e coronarina D nas 
concentrações de 2,5; 5 e 10 µM nas fases 
G1, S e G2 após 48 horas de tratamento. Os 
valores foram expressos em média ± desvio 
padrão de duas replicatas de um mesmo 
experimento. * p<0,05, ** p<0,01 e ***p<0,001 
em relação ao controle de célula. ANOVA de 
duas vias. 
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Após 48 horas de exposição à coronarina D, houve ligeiro aumento de 
células em G1 tratadas com 5 µM (de 55% para 60%) enquanto que com 10 µM, 
houve elevação marcante de 55% para 72% e consequentemente, redução no 
número de células na fase S de 31% para 21% e na fase G2 de 14% para 7% (Figura 
9). 
 
5.4.2 Avaliação do processo de morte celular 
5.4.2.1 Exposição de resíduos de fosfatidilserina 
Para avaliação da exposição de resíduos de fosfatidilserina, células da 
linhagem U251 foram tratadas com coronarina D em três concentrações (10, 20 e 40 
µM) e dois tempos (12 e 24 horas). A concentração de 10 µM reduziu ligeiramente a 
viabilidade celular, ou seja, há diminuição da porcentagem de células negativas para 
a marcação com anexina V-PE e 7-AAD (83,12%) em comparação ao controle 
(93,28%) e um aumento de células marcadas por anexina V-PE de 2,09% para 9,28%, 
indicando processo inicial de morte celular. Porém, na concentração de 20 µM, há 
aumento de células marcadas por anexina V de 1,85% para 17,88% e de 7,30% nas 
células duplamente marcadas (anexina V-PE e 7-AAD). Com 40 µM, houve aumento 
de células marcadas com anexina V-PE (25,88%) e duplamente marcadas (13%) 
comparado à concentração inferior e ao controle, apresentando assim uma redução 
das células não marcadas para 55% (Figura 10A). Portanto, para o tempo de 12 horas 
pode-se concluir que todos os tratamentos induzem morte celular e que o efeito é 
concentração-dependente: quanto maior a concentração, mais avançadas no 
processo de morte celular as células se encontram. 
Após 24 horas do tratamento 10 µM de coronarina D, o percentual de 
células marcadas com anexina V-PE aumentou de 2,16% para 26,32% e a dupla 
marcação de 2,77% para 9,50%, reduzindo a quantidade de células não marcadas 
para 63,4% comparada ao controle negativo que apresentou 93,41% de viabilidade. 
Na concentração intermediária, observou-se aumento significativo das células 
marcadas apenas por anexina V-PE (de 2,16% para 23,18%), duplamente marcadas 
(de 2,77% para 19,42%) e houve redução das células não marcadas para 52,00%. Na 
maior concentração, células duplas marcadas aumentaram drasticamente para 
42,00%, as marcadas por anexina V-PE representaram 22,75% e as não marcadas 
corresponderam a 28,88% (Figura 10B). De maneira semelhante ao tempo de 12 
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horas, foi possível observar que o efeito produzido pela coronarina D é concentração-
dependente, havendo indução de morte celular por todos os tratamentos. 
A população de células não viáveis marcadas apenas por 7-AAD não 
aumentou significativamente nos diferentes tratamentos, indicando que os 
tratamentos com coronarina D induziram morte celular caracterizado pela exposição 
de fosfatidilserina, podendo ser um tipo de morte celular programada.  
 
Figura 10 – Percentual de células U251 tratadas com veículo (DMSO), coronarina D 
nas concentrações de 10, 20 e 40 µM marcadas com anexina V-PE e 7-
AAD após (A) 12 horas e (B) 24 horas de incubação. Os valores foram 
expressos em média ± desvio padrão de duas replicatas de um mesmo 
experimento. * p<0,05 e ***p<0,001 em relação ao controle de célula. 
ANOVA de duas vias. 
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Assim, a presença de células marcadas apenas por anexina V-PE, ou seja, 
com fosfatidilserina externalizada sem comprometimento da membrana após o 
tratamento com coronarina D seguida da dupla marcação (Anexina V- PE e 7-AAD) 
sugerem que haja morte celular por apoptose. 
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5.4.2.2 Detecção de caspases 
 A fim de avaliar se o processo de morte celular induzido pela coronarina 
D é dependende de caspases, avaliou-se a ativação de múltiplas caspases após o 
tratamento por 24 horas com coronarina D nas mesmas concentrações. 
 De maneira semelhante ao processo de externalização de 
fosfatidilserina, as concentrações de 20 e 40 µM foram as mais eficazes, promovendo 
a ativação de caspases sem comprometimento de membrana em 14,3% e 12,5% das 
células, respectivamente. Já o percentual de células duplamente marcadas (com 
caspases ativas e membrana celular comprometida) aumentou na concentração mais 
elevada e na intermediária (atingindo 37,2% e 16,6%), respectivamente quando 
comparada com as menores e o controle de células não tratadas (Figura 11). 
 
Figura 11 –  Células da linhagem U251 tratadas com veículo (DMSO) e 
coronarina D nas concentrações de 10, 20 e 40 µM avaliadas 
quanto a marcação com inibidor de caspase (SR-VAD-FMK). 
Os valores foram expressos em média ± desvio padrão de duas 
replicatas de um mesmo experimento. * p<0,05, ** p<0,01 e 
***p<0,001 em relação ao controle de célula. ANOVA de duas 
vias. 
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5.4.2.3 Perda de potencial de membrana mitocondrial 
Após avaliação da ativação de caspases, que estava presente apenas nas 
concentrações de 20 µM e 40 µM, essas concentrações foram testadas quanto à 
despolarização da membrana mitocondrial externa. 
As células não tratadas apresentaram alta intensidade de fluorescência 
indicando que a mitocôndria foi capaz de sequestrar uma quantidade maior de 
rodamina 123 enquanto nas células tratadas com 20 µM e 40 µM após 6, 9 e 12 horas 
de exposição, foi observada redução de fluorescência intracelular.  
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Figura 12 – Representação da diminuição da fluorescênciado do 
controle negativo (células tratadas com veículo) e das 
concentrações de 20 µM e 40 µM após (A) 6h, (B) 9h e 
(C) 12h de tratamento com coronarina D. Os valores 
foram expressos em média ± desvio padrão de duas 
replicatas de um mesmo experimento. ** p<0,01 e 
***p<0,001 em relação ao controle de célula. ANOVA 
de duas vias. 
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Em 6 e 9 horas, 20 µM apresentou intensidade de fluorescência elevada 
próxima de 88% e a maior concentração de 83% em relação ao controle que foi de 
94%. No maior tempo de exposição, as células marcadas em maior intensidade pela 
sonda corresponderam a 95% (controle), 83% (20 µM) e 80% (40 µM) (Figuras 12A, 
12B e 12C).  
Este resultado sugere que a coronarina D induz perda de potencial de 
membrana mitocondrial precedendo ou concomitante à ativação de caspases e 
externalização de fosfatidilserina. 
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5.4.2.4 Quantificação de peróxido de hidrogênio (H2O2) 
A indução de morte por apoptose intrínseca, normalmente é desencadeada 
por um estresse que conduz à uma resposta da mitocôndria ocasionando a 
despolarização de sua membrana externa. Dessa forma, foi quantificado se houve 
liberação de espécies reativas de oxigênio (ROS), mais especificamente o peróxido 
de hidrogênio). 
Assim, os dados sugerem que houve liberação de H2O2 após 1 hora e 30 
minutos de tratamento com a coronarina D na concentração de 20 µM foi observado 
em 50% da população celular e após tratamento de 40 µM, 60% da população celular 
foi marcada pela presença de H2O2.  
Conforme notado, as espécies reativas de oxigênio liberadas foram 
crescentes conforme o aumento da concentração do (Figura 13).  
 
Figura 13 – Quantificação da liberação de peróxido de hidrogênio induzida 
pelo tratamento com coronarina D após 1 hora e 30 minutos 
nas concentrações de 20 e 40 µM comparadas ao controle de 
células (U251) tratadas com DMSO (veículo). Os valores 
foram expressos em média ± desvio padrão de duas replicatas 
de um mesmo experimento. ** p<0,01 e ***p<0,001 em 
relação ao controle de célula. ANOVA de duas vias. 
 
 
6.5 Avaliação de genotoxicidade  
 Vários agentes antitumorais atuam na indução de quebras nas fitas de 
DNA, de forma direta ou indireta, por diferentes mecanismos (ZHU et al., 2009). Sabe-
se que radicais livres possuem a capacidade de interagir com o DNA, induzindo 
quebras nas fitas do material genético (Rowe et al., 2008). Assim, a avaliação de 
genotoxicidade teve o intuito de avaliar, de forma preliminar, a segurança do composto 
após a sensibilidade observada da linhagem tumoral HaCat no ensaio antiproliferativo. 
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5.5.1 Viabilidade celular 
Segundo a OECD 487 (2010), a escolha das concentrações a serem 
testadas na avaliação de genotoxicidade no teste de indução de micronúcleos, deve-
se considerar os testes preliminares de proliferação celular na linhagem utilizada a fim 
de eleger a maior concentração que não seja tóxica para as células, ou seja, que 
garanta alta viabilidade celular. Assim, analisando-se a viabilidade celular após o 
tratamento da linhagem CHO-K1 com concentrações de coronarina D variando de 0,6 
a 314 µM, observou-se que coronarina D nas concentrações de 0,6 a 9,8 µM não foi 
tóxica às células e garantiu mais de 80% de viabilidade (Figura 14). A partir disso, 
foram escolhidas as três maiores concentrações não tóxicas para avaliação de 
indução de micronúcleo, 2,5; 5 e 10 µM. 
 
Figura 14 – Viabilidade celular da linhagem CHO-K1 sem tratamento e 
após exposição 4 horas de exposição à coronarina D e 24 
horas de tratamento nas concentrações de 0,6; 1,2; 2,5; 4,9; 
9,8; 19,6; 39,3; 78,5; 157 e 314 µM. Os valores foram 
expressos em média ± desvio padrão de duas replicatas de 
um mesmo experimento. ** p<0,01 e ***p<0,001 em relação 
ao controle de célula. Teste de Tukey (ANOVA). 
 
 
5.5.2 Avaliação de indução de micronúcleo 
A. Sem a fração S9 
Nos testes de avaliação de indução de micronúcleo na ausência da 
ativação metabólica da fração S9, todas as concentrações testadas sem a fração S9 
apresentaram RI superior a 80% (citotoxicidade menor do que 20%) e CBPI acima de 
1,6, dados que confirmam ausência de citotoxicidade para as concentrações testadas 
(Figuras 15A e 15B).  
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Figura 15 – Avaliação de indução de micronúcleo sem S9 para 
controle de células sem tratamento, MMS (controle 
positivo), coronarina D na concentração de 2,5; 5,0 
e 10 µM (A) Análise de CBPI (Índice de proliferação 
pós bloqueio de citocinese), (B) Análise de RI (Índice 
de Replicação) e (C) Quantificação de micronúcleos. 
Os valores foram expressos em média ± desvio 
padrão de duas replicatas de um mesmo 
experimento. ** p<0,01 e ***p<0,001 em relação ao 
controle de célula. Teste de Tukey (ANOVA). 
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foram capazes de aumentar significativamente a indução de micronúcleos (Figura 
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Nos testes de avaliação de indução de micronúcleo na presença da 
ativação metabólica da fração S9, o valor do RI esteve acima de 90% e CBPI acima 
de 1,6, fato que evidencia a credibilidade do teste devido à ausência de citotoxicidade 
(Figuras 16A e 16B).  
  
Figura 16 – Avaliação de indução de micronúcleo sem S9 para controle de células sem 
tratamento, ciclofosfamida (controle positivo), coronarina D na 
concentração de 2,5; 5,0 e 10 µM (A) Análise de CBPI (Índice de 
proliferação pós bloqueio de citocinese), (B) Análise de RI (Índice de 
Replicação) e (C) Quantificação de micronúcleos. Os valores foram 
expressos em média ± desvio padrão de duas replicatas de um mesmo 
experimento. ** p<0,01 e ***p<0,001 em relação ao controle de célula. 
Teste de Tukey (ANOVA). 
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da ciclofosfamida (controle positivo), os metabólitos da coronarina D não foram mais 
genotóxicos (Figura 16C). 
 
6 DISCUSSÃO 
A coronarina D, metabólito secundário da classe dos diterpenos labdanos, 
obtido a partir do extrato diclorometânico do rizoma seco da Hedychium coronarium, 
demonstrou atividade citotóxica em diferentes linhagens tumorais (Chimnoi et al., 
2008; Suresh et al., 2010). Assim, como foi observada em análises prévias realizadas 
durante o projeto de iniciação científica em que o composto apresentou atividade 
antiproliferativa promissora para as linhagens tumorais testadas em que as linhagens 
UACC-62, MCF-7, HT-29 e PC-3 apresentaram melhores respostas ao tratamento 
(Okubo, 2012). Além disso, foi demonstrado que a coronarina D potencializa os efeitos 
citotóxicos de diferentes agentes quimioterápicos em vários tipos de células tumorais 
(Kunnumakkara et al., 2008). 
Após uma reavaliação da exposição de coronarina D em diferentes 
linhagens tumorais, as seguintes linhagens mostraram-se mais sensíveis ao 
tratamento: U251 (glioblastoma), UACC-62 (melanoma), NCI-ADR/RES (câncer de 
ovário com fenótipo de multirresistência), 786-0 (câncer de rim), PC-3 (câncer de 
próstata), HT-29 (câncer de cólon). A variabilidade de resultados quando comparada 
a outros trabalhos, mesmo com o emprego de tipos de linhagens celulares 
semelhantes, pode ser decorrente de diferentes passagens da célula no momento de 
sua utilização ou mesmo a utilização de diferentes metodologias. 
Por outro lado, a linhagem não tumoral HaCat também foi sensível ao 
tratamento com a coronarina D, indicando que o efeito antiproliferativo apresentado 
pela molécula pode estar relacionado com algum evento biológico celular comum e 
não particular de um tipo de tumor. Além disso, é importante ressaltar que esta 
linhagem celular é transformada e imortalizada, não sendo considerada uma célula 
normal.  
A escolha da linhagem U251 para a continuidade da avaliação de 
mecanismo de ação do composto, considerou a maior sensibilidade da linhagem ao 
tratamento com a coronarina D e o estudo desenvolvido por Kunnumakkara e 
colaboradores, no qual os autores demonstraram que a coronarina D inibe a ativação 
da via de sinalização de NF-B. Este fator de transcrição tem sido demostrado como 
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crucial (estudos in vitro e in vivo) na participação no controle de múltiplos genes 
envolvidos na tumorigênese e promoção do crescimento de gliomas (Kanzawa et al., 
2003; Wang et al., 2004). 
No câncer, existem alterações no controle genético da divisão celular, 
resultando em uma proliferação celular descontrolada. Esta perda do controle do ciclo 
celular é uma característica marcante do câncer. Assim, numerosas estratégias 
terapêuticas têm sido propostas para atuação no ciclo celular tumoral. 
O ciclo celular é composto por cinco fases: G0 (gap 0), G1, S (síntese), G2 
e M (mitose). As primeiras quatro fases correspondem à interfase. Em G0, as células 
estão em repouso, em um estado de repouso que algumas células podem manter por 
toda a sua vida útil. Enquanto que os fatores de crescimento externos são capazes de 
estimular outras células para entrar em G1 em que os mRNAs e proteínas necessárias 
são sintetizados para que ocorra a replicação de DNA na fase S. Em G2, a replicação 
do DNA é monitorada e a célula se prepara para sofrer mitose. A mitose prossegue 
em cinco fases: prófase, prometáfase, metáfase, anáfase e telófase. Nesta fase M, os 
cromossomos e citoplasma dividem-se em duas células filhas (citocinese) 
(Dominguez-Brauer et al., 2015).  
Como forma de garantir que apenas as células saudáveis irão proliferar, os 
pontos de checagem do ciclo celular foram mecanismos desenvolvidos, capazes de 
induzir a interrupção do ciclo celular em resposta à detecção de defeitos, que podem 
ter surgido durante a replicação de DNA ou em outras etapas que conduzem à mitose 
(Malumbres e Barbacid, 2009).  
A parada do ciclo celular permite a reparação destes defeitos de forma que 
um genoma intacto pode ser passado para cada célula filha. Outra função importante 
dos pontos de checagem do ciclo celular é a de provocar eficazmente processos (por 
exemplo, apoptose, catástrofe mitótica e senescência) para impedir a propagação de 
células gravemente danificadas ou de alto risco. Os mecanismos de vários postos de 
controle têm sido bem estabelecida. O ponto de checagem de G1-S restringe as 
células com DNA danificado de entrar na fase S, até que os danos e fatores de alto 
risco sejam removidos, ou provoca a morte celular ou a senescência. O ponto de 
checagem intra-S atrasa o disparo de origens de replicação ou retarda a replicação 
do DNA durante a fase S, a fim de minimizar os erros de replicação. A ponto de 
checagem da fase G2 - M impede que as células entrem em mitose prematura, e, 
portanto, minimizam a falta de segregação cromossômica. O ponto de controle do fuso 
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mitótico (também conhecido como o ponto de verificação mitótico) é o mecanismo de 
controle do ciclo celular importante na mitose. Ela é responsável pela produção de 
células filhas geneticamente idênticas, assegurando a fidelidade da segregação de 
cromossomos. O ponto de verificação pós-mitótico impede as células-filhas de uma 
mitose anormal de entrarem na próxima interfase. Todos esses pontos de verificação 
são essenciais para reduzir a instabilidade genômica durante a progressão do ciclo 
celular (Dominguez-Brauer et al, 2015). 
A família de fosfatases proteicas Cdc25 regulam positivamente as 
transições entre as fases do ciclo celular, uma vez que elas ativam complexos 
dependentes de ciclina quinase (CDK), removendo a fosfolarização inibitória em 
resíduos de treonina e tirosina (Boutros et al. 2007a). A fosfatase Cdc25A está 
implicada no controle da transição G1 - S and G2 - M, regulando as atividades de 
CDK1 e CDK2, enquanto Cdc25B parece estar principalmente envolvida na ativação 
de CDK1-ciclina B na transição G2 - M (Boutros et al., 2007a; Timofeev et al., 2010). 
Assim, considerando o resultado prévio de inibição da atividade de inibição 
da fosfatase Cdc25b pela coronarina D, esperava-se que o composto fosse capaz de 
induzir a parada do ciclo celular na fase G2 – M. Porém, o tratamento com coronarina 
D indicou a possibilidade de um bloqueio para que as células prosseguissem para a 
fase S, havendo parada em G1. A transição da subfase G1 para S se dá mediante 
checkpoints, portanto é possível que a coronarina D atue nesta transição. 
Kunnumakkara e colaboradores (2008), descreveram a capacidade da coronarina D 
em inibir a via de sinalização de NF-κB induzida por TNF incluindo a supressão da 
expressão dos genes c-myc e ciclina D1 na linhagem KBM-5 (leucemia mieloide 
crônica). A expressão da oncoproteína c-myc permite a continuidade do ciclo celular 
em resposta aos sinais inibidores de crescimento, estímulos de diferenciação e à 
ausência de mitógeno. Além disso, a ativação de myc em células quiescentes é 
suficiente para induzir a entrada no ciclo celular na ausência de fatores de 
crescimento. Já a ciclina D1 está elevada na fase G1 que é essencial para a 
continuidade da divisão celular. Assim, o acúmulo de células da linhagem U251 na 
fase G1 do ciclo celular após tratamento com a coronarina D, pode ser estar 
relacionada com a supressão destes genes ou/e o tratamento pode ter causado danos 
ao DNA que inviabilizaram a progressão do ciclo celular. 
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A partir dos resultados de avaliação de atividade antiproliferativa da 
coronarina D, foi possível avaliar que o composto estaria reduzindo a viabilidade das 
diferentes linhagens tumorais através da indução de morte celular.  
Considerando que as alterações na viabilidade celular da linhagem U251 
de glioblastoma, foram dependentes da concentração e do tempo de exposição à 
coronarina D, optou-se pela escolha de tempos maiores de exposição com 
concentrações menores ao invés de elevar as concentrações em curtos períodos de 
tempo com o intuito de facilitar a observação de uma cinética de morte. 
O primeiro teste realizado foi a avaliação da exposição de resíduos de 
fosfatidilserina (fosfolipídio de membrana), considerado um evento inicial no processo 
de morte celular programada. Em células viáveis, a fosfatidilserina encontra-se voltada 
para o citoplasma. Porém, quando há sinalização para morte celular, este fosfolipídio 
é externalizado, a fim de sinalizar para células fagocíticas que a célula está em 
processo de morte, portanto, deve ser fagocitada. A anexina-V é uma proteína com 
alta afinidade para fosfatidilserina, portanto se liga a fosfatidilserina exposta à face 
externa da membrana plasmática, marcando células em processo inicial de morte 
celular. O 7-AAD (7-amino-actinomycin D) se liga ao DNA atuando como um indicador 
de integridade estrutural da membrana, por não ser capaz de adentrar células viáveis 
com membrana intacta. Portanto, 7-AAD marca células em processo tardio de morte 
celular. 
A translocação da fosfatidilserina precede a perda da integridade da 
membrana, que acompanha as fases posteriores de morte celular resultante em 
processos de morte celular. Portanto, a marcação com anexina V é normalmente 
utilizada em conjunto com um corante de viabilidade como o 7-AAD para que seja 
possível a identificação de células em estágio precoce e tardio de morte celular 
programada. As células viáveis com as membranas íntegras excluem 7-AAD, 
enquanto que as membranas de células mortas ou danificadas são permeáveis a esse 
marcador. Portanto, as células que são consideradas viáveis não são marcadas, as 
células que estão em apoptose precoce são anexina V positiva e 7-AAD negativo, e 
as células que estão no final de apoptose ou já mortas são anexina V e 7-AAD 
positivos. Este ensaio não distingue as células que sofreram morte por uma via 
necrótica porque elas também serão marcadas tanto com Anexina V e 7-AAD. No 
entanto, quando a morte celular programada é acompanhada ao longo de um período 
de tempo, as células podem muitas vezes ser rastreados de Anexina V e 7-AAD 
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negativos (viáveis), a anexina V positiva e 7-AAD negativo (início da sinalização de 
morte celular programada com membranas intactas), e, finalmente, a Anexina V e 7-
AAD positivos (estágio final e morte). A presença de células com estes três fenótipos 
dentro de uma população mista de células, ou a "cinética" de uma população de 
células sincronizadas através destas três fases, sugere algum tipo de morte celular 
programada. Em contraste, uma única observação de que as células são positivas 
para Anexina V e 7-AAD, indicam apenas que as células estão mortas, não podendo 
sugerir algum tipo específico de morte. 
Os resultados obtidos apresentaram a cinética de morte celular 
programada em que foi possível observar células viáveis, células em estágio inicial de 
morte celular programada com membrana plasmática íntegra e células em estágio 
tardio de morte. Considerando que a coronarina D foi capaz de induzir a morte celular 
programada com exposição de resíduos de fosfatidilserina, esta característica 
bioquímica está presente nos processos de morte por apoptose, partanatos e netose 
(Galluzzi et al., 2012). 
A apoptose extrínseca é um sub-tipo de morte celular dependente de 
caspase, e, portanto, podem ser suprimidas (pelo menos teoricamente) por inibidores 
químicos tais como N-benziloxicarbonil-Val-Ala-Asp-fluorometilcetona (Z-VAD-FMK) 
ou pela superexpressão de inibidores virais de caspases como modificador da 
resposta de citocinas A (CrmA). A apoptose extrínseca apresenta uma das três 
maiores cascatas de sinalização letal: (I) da sinalização do receptor de morte e a 
ativação da cascata da caspase-8 (ou -10) -caspase-3; (II) de sinalização de receptor 
de morte e a ativação da via da caspase-8-tBID (fragmento de permeabilização 
mitocondrial)–MOMP-caspase-9, caspase-3; ou (III) receptor de dependência 
induzida por privação de ligando de sinalização, seguida por ativação (direta ou 
dependente de MOMP) da cascata de caspase-9, caspase-3 (Galluzzi et al., 2012). 
Tendo em conta estas observações, podemos sugerir para definir apoptose 
intrínseca como um processo de morte celular que é mediada por MOMP 
(permeabilização da membrana exterior mitocondrial) e, portanto, está sempre 
associada a (I) generalizada e irreversível dissipação de DCM, (II) a libertação de 
proteínas IMS para o citosol (e sua possível relocalização a outros compartimentos 
subcelulares) e (III) a inibição da cadeia respiratória (Galluzzi et al., 2012).  
Os casos de morte celular devem ser considerados como partanáticos 
quando eles dependem da ativação precoce de PARP1 (isto é, eles podem ser 
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bloqueados pela sua inibição química e/ou genética), e exibem NAD+, mais depleção 
de ATP em paralelo à cromatinólise mediada - AIF. Partanatos constitui uma via de 
morte celular independente de caspase, e possivelmente representa - em conjunto 
com necroptose- um caso particular de necrose regulado (Galluzzi et al., 2012). 
Netose pode ser definida como um sub-tipo de morte celular que é: (I) 
restrito a granulócitos; (II) insensível à inibição de caspases; (III) insensível à 
necrostatina; (IV) dependente da geração de superóxido mediada NAPDH-oxidase; e 
(V) dependente (componentes de) das maquinarias autofágicas. A netose compartilha 
características bioquímicas tanto com a morte celular autofágica e necrose regulada. 
Estudos complementares são necessários para elucidar se a netose é um caso 
específico de qualquer um destes sub-tipos de morte celular ou se constitui um 
mecanismo de morte celular diferente (Galluzzi et al., 2012). 
Sendo a netose, um sub-tipo de morte que é restrita a granulócitos, os tipos 
de morte que podem ter sido induzidos na linhagem U251 podem ser: apoptose 
extrínseca, apoptose intrínseca ou partanatos. 
Na maioria dos casos, as terapias antitumorais, eventualmente, resultam 
na ativação de caspases que atuam como moléculas efetoras em várias formas de 
morte celular (Degterev et al., 2003). 
A apoptose envolve a ativação de caspases que orquestram todas as 
alterações morfológicas que caracterizam esta forma de morte celular. Estas 
caspases são proteases de cisteína com especificidade para os resíduos de ácido 
aspártico em seus substratos. A clivagem de caspase-6 é mediada por caspase-3 e 
caspase-7 (Slee et al, 1999), enquanto que as duas últimas caspases são ativadas 
pelas caspases iniciadoras (caspase-2, caspase-8, caspase-9 e) que correspondem 
às caspases apicais da cascata de sinalização apoptótica. São estas caspases 
iniciadoras e a sua ativação, que definem os percursos de sinalização de apoptose 
(Green e Llambi, 2015). Ao contrário da morte por partanatos em que não ocorre 
ativação de caspases, sendo então, realizado o teste de avaliação de ativação de 
caspases para definir o tipo de morte induzida na linhagem U251. 
A morte celular regulada pode ser alterada por meio de intervenções 
farmacológicas e/ou genéticas que visam combater os principais componentes de 
uma maquinaria que envolve mecanismos moleculares geneticamente codificados. 
Além disso, ela ocorre muitas vezes de uma forma relativamente retardada e é iniciada 
no contexto de respostas adaptativas que tentam restaurar a homeostase celular. As 
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células sujeitas a perturbações da homeostase intracelular ou extracelular quase 
invariavelmente montam uma resposta fortemente coordenada destinada a (1) a 
remoção do estímulo inicial (quando possível), (2) a reparação de danos moleculares 
e/ou organelas, e (3), eventualmente, o restabelecimento das condições fisiológicas 
(Galluzzi et al., 2015).  
Os resultados indicaram ativação de caspases em células com integridade 
de membrana plasmática e naquelas em que houve comprometimento da membrana, 
exceto na menor concentração que não houve ativação destas enzimas. Sendo assim, 
a menor concentração apresentou início da sinalização de morte celular programada 
e parada no ciclo celular, porém a morte celular não foi concretizada. Podendo a 
menor concentração, não ter sido suficiente nas alterações fisiológicas para indução 
da morte, podendo ter iniciado o processo de restabelecimento da homeostasia.  
A ativação de caspases pelas maiores concentrações testadas, aliados à 
análise da exposição de fosfatidilserina sugerem que a coronarina D induz morte 
celular na linhagem U251, havendo exposição de fosfatidilserina e ativação de 
caspases antecedendo o rompimento da membrana celular, o que é um indicativo de 
indução de morte celular programada e com características de processo apoptótico. 
Ainda, a ação da coronarina D é concentração-dependente. Desta forma, a coronarina 
D estaria induzindo morte por apoptose via intrínseca, considerando que a extrínseca 
não é responsiva à inibidores de caspase (Galluzzi et al., 2012).  
A ativação de caspases pode ser iniciada a partir de diferentes pontos, por 
exemplo, na membrana plasmática quando há ligação do receptor de morte (via 
receptor) ou na mitocôndria (via mitocondrial). Assim, foi realizada a quantificação do 
potencial de membrana mitocondrial utilizando a sonda rodamina 123 com a finalidade 
de confirmar o indício de morte celular por apoptose intrínseca. 
Um dos eventos que ocorrem após o comprometimento da célula com a 
morte celular é a despolarização da membrana mitocondrial com consequente 
liberação de citocromo c para o citosol. No caso de morte por apoptose, este atua 
como um mensageiro ativador de caspases efetoras, que então sinalizarão para a 
conclusão do processo de morte, havendo então clivagem de DNA. Além disso, a 
liberação de citocromo c está relacionada com a inibição do processo de respiração 
mitocondrial, que se for drástica pode levar à morte por necrose e também com a 
geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) (Kim et al., 2011; Sawai, 2014). A fim 
de avaliar se a ação da coronarina D interfere na homeostase mitocondrial, avaliou-
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se a perda de potencial de membrana mitocondrial através do método da rodamina 
123, a qual se acumula dentro da mitocôndria. No caso de despolarização da 
membrana mitocondrial há a perda de rodamina para o meio, portanto, diminuição da 
fluorescência celular (Wang et al., 2001). 
Os dados de perda de potencial de membrana indicaram que o processo 
de morte celular induzido poderia ser a apoptose intrínseca que ocorre em resposta a 
várias condições de estresse intracelular (por exemplo, danos no DNA, sobrecarga 
Ca2+ citosólico), pró-sobrevivência e sinais de indução de morte são gerados e 
convergem para um mecanismo de controle centrada na mitocôndria. Corroborando 
com o resultado em que foi observada ativação de caspases. 
Espécies reativas de oxigênio (ROS) atuam como segundo mensageiros 
no interior celular, sendo um dos ativadores de proteínas pró-apoptóticas. Alguns 
compostos são capazes de levar à geração de ROS devido a sua característica 
química e/ou por interagir com moléculas relacionadas com a atividade antioxidante, 
tais como a glutationa. A fim de avaliar se a coronarina D é capaz de levar a geração 
de ROS, avaliou-se a geração de peroxido de hidrogênio utilizando-se como marcador 
a sonda DCFH-DA. 
A produção de ROS logo após o tratamento da célula com coronarina D 
sugere que este pode atuar como segundo mensageiro, sinalizando para a ativação 
do processo apoptótico, já que este pode ativar caspases efetoras. Além disso, ROS 
pode levar a danos ao DNA que ativa a via de p53 e resulta na parada do ciclo celular 
e apoptose. A geração de ROS também está associada com ambas as vias 
apoptóticas intrínsecas e extrínsecos através de permeabilização da membrana 
exterior mitocondrial e citocromo c a translocação para o citosol. A ativação do 
receptor de fator de necrose tumoral 1 (TNFR1) também pode ocorrer, o que medeia 
a apoptose através de aglomeração de receptores e a interação com o óxido nítrico 
(NO). 
Foi relatado na literatura que a coronarina D possui potencial pró-apoptótico 
em células KBM-5 com ativação de NF-κB induzida por TNF, incluindo a 
potencialização da clivagem de PARP e uma redução da expressão de produtos de 
genes anti-apoptóticos, tais como as proteínas inibidoras celulares de apoptose 
proteína-1, TRAF-2, survivina e Bcl-2 (Kunnumakkara et al, 2008). O processo 
apoptótico relacionado a receptores de morte ativados por TNF é o de via extrínseca, 
que leva à ativação da caspase iniciadora 8. Esta pode tanto ativar diretamente as 
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caspases efetoras como também ativar proteínas pró-apoptóticas localizadas na 
membrana mitocondrial e então a via apoptótica intrínseca, sendo esta uma forma de 
amplificação do sinal pró-apoptótico.  
O tratamento com coronarina D conduziu a perda de potencial mitocondrial, 
sugerindo que o processo apoptótico deflagrado pela coronarina D afeta a 
mitocôndria, podendo ser através de via extrínseca como nas células KBM-5 ou 
diretamente por ativação de apoptose intrínseca. Sugere-se também que tais eventos 
ocorreram em consequência ao estresse oxidativo causado pela liberação de 
espécies reativas de oxigênio, determinado pelo aumento de peróxido de hidrogênio. 
Por fim, de acordo com os dados descritos por Kunnumakkara e 
colaboradores (2008), observou-se que a coronarina D promove parada do ciclo 
celular em G1. Foi relatado que o processo de apoptose mediado pela mitocôndria na 
linhagem U251 ocorre principalmente na fase G1, indicando que a morte celular é 
específica a determinada etapa do ciclo celular, ocorrendo diminuição na expressão 
de ciclina E ocasionando acúmulo de células na fase G1; este resultado concorda com 
a superexpressão e ativação das caspases 3 e 9 (Zhang et al., 2015). 
Na avaliação de genotoxicidade, os MNs podem ser formados por meio de 
dois mecanismos: quebras cromossomais (clastogênicas) ou perturbações no sistema 
mitótico (aneugênica) (Bonassi et al., 2007; Samanta e Dey, 2011). 
Assim, os agentes clastogênicos e/ou aneugênica são capazes de originar 
fragmentação cromossômica ou perdas cromossômicas durante a divisão celular, que 
não são integradas no núcleo da célula filha, resultando em MNs. Estes MNs são 
envolvidos por membrana nuclear durante a telófase e podem ser visualizados no 
citoplasma, no entanto eles não representam apenas as perdas cromossômicas, mas 
também o resultado de amplificação do DNA. A amplificação de DNA é 
frequentemente observada no processo oncogênico, resultando em cromossomos 
duplos, que são removidos a partir do núcleo da célula principal, originando MNs. Os 
MNs formados estão associados com a perda da dose de alelo, contribuindo para a 
carcinogênese (Araldi et al., 2015). 
O cinetócoro é um complexo proteico do centrômero que medeia a ligação 
dos cromossomos ao microtúbulo cinetocoro, promovendo a captura e o transporte 
dos cromossomos. Assim, utilizando o anticorpo anti-cinetócoro é possível verificar 
formação de MN induzido por um determinado medicamento acontece via 
clastogênica ou aneugênica, em que a ausência de cinetócoro nos MNs indica ação 
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clastogênica, ao passo que a sua presença, ação aneugênica (Krishna e Hayashi, 
2000).  
A maior concentração testada para indução de micronúcleos foi capaz de 
apresentar atividade genotóxica significativa. Como não foi possível a utilização deste 
anticorpo, não se pode afirmar se houve quebras cromossomais ou perturbações no 
sistema mitótico. Assim, este resultado sugere que a coronarina D pode induzir 
genotoxicidade de forma clastogênica ou aneugênica que pode estar relacionada com 
o mecanismo de parada no ciclo celular na fase G1 e ao mecanismo de indução de 
morte celular por apoptose devido ao dano ao DNA. 
No ensaio em que foi acrescentado um sistema de metabolização (fração 
S9), o quimioterápico ciclofosfamida foi escolhido como controle positivo de indução 
de MNs, uma vez que se trata de um pró-fármaco e necessita de ativação mediada 
pelo citocromo P450 para observação dos seus efeitos genotóxicos (Kulka et al., 
1993). 
Os resultados obtidos após metabolização, sugerem que os metabólitos 
gerados após processo de metabolização são menos genotóxicos, ao contrário do que 
ocorre com o controle positivo ciclofosfamida. 
Relacionando todos os resultados obtidos, podemos propor o tratamento 
com a coronarina D conduz a geração de ROS (H2O2) que pode conduzir a danos ao 
DNA e consequentemente ocasionar a parada do ciclo no ponto de checagem entre 
G1 e S ou através da inibição das ciclinas dependentes de kinases (CDKs). Quanto à 
indução de morte celular, foi observada a geração de ROS seguida da perda de 
potencial de membrana mitocondrial que permitiria a liberação de citocromo c e 
consequentemente a ativação de caspases (-3 e -9) que conduziria a célula à morte 
através do mecanismo de apoptose intrínseca. A morte por apoptose extrínseca 
através da inibição da via de NF-κB relata por Kunnumakkara e colaboradores (2008) 
pode ser o início da sinalização para morte celular e potencializada pela via intrínseca 
ou esta última via ocorrer de forma direta na linhagem U251 (Figura 17).  
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Figura 17 – Mecanismo de ação proposto para a Coronarina D referente 
à indução de morte celular programada e influência no ciclo 
celular. 
 
 
6.1 Considerações finais 
Este trabalho avaliou pela primeira vez a ação da coronarina D em 
linhagem de glioblastoma. Os resultados encontrados foram importantes na indicação 
de um possível mecanismo de ação da coronarina D em células tumorais do tipo 
glioblastoma, no qual há acumulo das células na fase G1 do ciclo celular e indução de 
apoptose envolvendo a perda de potencial de membrana mitocondrial, geração de 
espécies reativas de oxigênio e ativação de caspases.  
Isto indica uma atividade antiproliferativa promissora por atuar em duas 
funcionalidades tumorais que estão alteradas no câncer: resistência à morte celular 
programada e potencial de replicação ilimitado. Complementando os resultados 
preliminares de eficácia, foi realizada uma avaliação in vitro relativa à segurança do 
tratamento que indicou a importância das enzimas de metabolização presentes no 
organismo na redução de efeitos genotóxicos da coronarina D. Este foi um primeiro 
passo que necessita de outros testes complementares in vitro (ensaio cometa) quanto 
in vivo (micronúcleo) para obtenção de um resultado conclusivo quanto a 
genotoxicidade do composto. 
Os dados deste estudo indicam que a coronarina D é promissora e que o 
estudo deve prosseguir, avaliando-se a mesma ação ocorre em modelos in vivo.  
  
 
Apoptose extrínseca? 
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7 CONCLUSÃO 
 As linhagens U251 (glioblastoma), UACC-62 (melanoma), NCI-
ADR/RES (câncer de ovário com fenótipo de multirresistência), 
786-0 (câncer de rim), PC-3 (câncer de próstata) e HT-29 (câncer 
de cólon) mostraram–se mais sensíveis ao tratamento com a 
coronarina D. 
 O composto apresentou ação no ciclo celular ocasionando acúmulo 
de células na fase G1 do ciclo celular e consequentemente, 
conduziu à parada do ciclo celular no ponto de checagem entre as 
fases G1 e S;  
 A coronarina D induziu apoptose intrínseca a partir da exposição 
de liberação de espécies reativas de oxigênio, com redução do 
potencial de membrana mitocondrial, ativação de caspases e 
sinalização de morte celular através da exposição de resíduos de 
fosfatidilserina conduzindo a morte.  
 Quanto à toxicidade relativa à mutagenicidade do composto, como 
um primeiro indício foi possível constatar uma elevada reversão da 
genotoxicidade após a coronarina D sofrer reações de 
metabolização, porém foi apresentado indício de ligeira 
mutagenicidade mesmo após processo metabólico, sendo 
necessário outros resultados para confirmação.  
 Além disso, a interação da coronarina D com o DNA pode ser um 
indício não apenas da toxicidade, mas também estar envolvido na 
indução de parada do ciclo celular e na indução de morte celular 
programada. 
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ANEXOS 
Anexo 1 – Espectro de RMN 1H 
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Anexo 2 – Espectro de RMN 13C 
 
 
